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(57) Abstract 

The invention relates to a method for electrochemically detecting se- 
quence-specific nucleic acid-oligomer hybridisation events. DNA/RNA/PNA 
oligomer single strands which are bound to a conductive surface at one end 
and linked to a redoxactive unit at the other, free end, serve as a hybridi- 
sation matrix (probe). A proportion of the single strand oligonucleotides 
are hybridised by treatment with the oligonucleotide solution (target) being 
tested, with the result that the electrical communication between the con- 
ductive surface and the redoxactive unit, which is initially non- or barely 
existent, is increased. This enables a hybridisation event to be detected using 
electrochemical methods such as voltammetry, amperometry or conductance 
measurement 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindurig betrifft ein Verfahren zur 
elektrochemischen Detektion von sequenzspezifischen Nuk- 
leinsaure^ligomer-Hybridisierungsereignissen. Dabei dienen 

DNA-/RNA-/PNA-Oligomer-Einzelstrange, die mit einem Ende an einer 
leitfahigen Oberflache gebunden und am anderen, freien Ende mit einer 
redoxaktiven Einheit verknOpft sind, als Hybridisierungsmatrix (Sonde). 
Durch Behandlung mit der zu untersuchenden Oligonukleotid-Losung (Tar- 
get) wird ein Teil der Einzelstrang-Oligonukleotide hybridisiert, wodurch die 
ursprQnglich nicht Oder nur schwach vorhandene elektrische Kommunikation 
zwischen der leitfahigen Oberflache und der redoxaktiven Einheit 
erhdht wird. Somit wird die Detektion eines Hybrid is ierungsereignisses 
durch elektrochemische Verfahren wie Voltametrie, Amperometrie oder 
Leitfahigkeitsmessung ermoglicht. 
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Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaure-Oligomer- 

Hybridisierungsereignissen 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer, sowie ein 
Verfahren zur elektrochemischen Detektion von sequenzspezifischen Nukleinsaure- 
Oligomer-Hybridisierungsereignissen. 



Zur Sequenzanalyse von DNA und RNA, z. B. in der Krankheitsdiagnose, bei 
toxikologischen Testverfahren, in der genetischen Forschung und Entwicklung, sowie 
auf dem Agrar- und pharmazeutischen Sektor, werden im allgemeinen gei- 
elektrophoretische Verfahren mit autoradiographischer Oder optischer Detektion 
verwendet. 

Beim wichtigsten gel-elektrophoretischen Verfahren mit optischer Detektion, dem 
Sanger-Verfahren wird eine DNA enthaltende Losung in vier Ansatze aufgeteilt. Zur 
Unterscheidung der vier Ansatze ist der Primer (komplementare Startsequenz zur 
Replikation) jedes Ansatzes mit je einem bei verschiedener Wellenlange 
emitierenden Fluoreszenzfarbstoff kovalent modifiziert. Ausgehend vom Primer wird 
jeder Ansatz durch DNA-Polymerase I enzymatisch repliziert. Neben den dazu 
ndtigen Desoxyribonucleosid-Triphosphaten der Basen A (Adenin), T (Thymin), C 
(Cytosin), und G (Guanin) enthalt jedes Reaktionsgemisch noch genugend 2',3'- 
Didesoxyanalogon eines dieser Nukleosidtriphosphate als Stopbase (je eine der 4 
moglichen Stopbasen pro Ansatz), urn die Replikation an alien mSglichen 
Bindungsstellen zu stoppen. Nach Vereinigung der vier Ansatze entstehen replizierte 
DNA-Fragmente aller Langen mit stopbasenspezifischer Fluoreszenz, die gel- 
elektrophoretisch der Lange nach sortiert und durch Fluoreszenz-Spektroskopie 
charakterisiert werden k6nnen. 

Ein anderes optisches Detektionsverfahren basiert auf der Anlagerung yon 
Fluoreszenzfarbstoffen wie z. B. Ethidiumbromid an Oligonukleotide. Im Vergleich 
zur freien Losung des Farbstoffs andert sich die Fluoreszenz solcher Farbstoffe bei 
Assoziation mit doppelstrangiger DNA Oder RNA drastisch und kann deshalb zum 
Nachweis hybridisierter DNA Oder RNA verwendet werden. 



Technisches Gebiet 



Stand der Technik 
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Bei der radioaktiven Markierung wird 32 P in das Phosphatgertist der Oligonukleotide 
eingebaut. wobei 32 P gewohnlich am 5"-Hydroxylende durch Polynukleotid-Kinase 
addiert wird. Die markierte DNA wird anschlieliend an jeweils einem der vier 
Nukleotidtypen bevorzugt gespalten und zwar unter definierten Bedingungen, so dali 
pro Kette durchschnittlich eine Spaltung erfolgt. Damit liegen im Reaktionsgemisch 
fur einen bestimmten Basentyp Ketten vor, die sich von der 32 P-Markierung bis zur 
Position dieser Base erstrecken (bei mehrfachem Auftreten der Base erhalt man 
entsprechend Ketten unterschiedlicher Lange). Die vier Fragmentgemische werden 
anschlieliend auf vier Bahnen gel-elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wird vom 
Gel ein Autoradiogramm angefertigt, an dem die Sequenz unmittelbar abgelesen 
werden kann. 

Vor einigen Jahren wurde ein weiteres, auf optischer (oder autoradiographischer) 
Detektion beruhendes Verfahren zur DNA-Sequenzierung entwickelt, namlich die 
Sequenzierung durch Oligomer-Hybridisierung (vgl. z. B. Drmanac et al„ Genomics 
4, (1989), S. 114-128 oder Bains et al., Theor. Biol. 135, (1988), S. 303-307). Bei 
diesem Verfahren wird ein vollstandiger Satz kurzer Oligonukleotide bzw. 
Nukleinsaure-Oligomere (Sonden-Oligonukleotide), z. B. alle 65536 moglichen 
Kombinationen der Basen A, T, C und G eines Oligonukleotid-Oktamers auf ein 
Tragermaterial gebunden. Die Anbindung geschieht in einem geordneten Raster aus 
65536 Test-Sites, wobei jeweils eine grdfiere Menge einer Oligonukleotid- 
Kombination ein Test-Site definieren und die Position jeder einzelnen Test-Site 
(Oligonukleotid-Kombination) bekannt ist. Auf solch einer Hybridisierungsmatrix, dem 
Oligomer-Chip, wird ein DNA-Fragment, dessen Sequenz man ermitteln will (das 
Target), mit Fluoreszenzfarbstoff (oder 32 P) markiert und unter Bedingungen, die nur 
eine spezifische Doppelstrangbildung erlauben, hybridisiert. Dadurch bindet das 
Target DNA-Fragment nur an die Nukleinsaure-Oligomere (im Beispiel an die 
Oktamere), deren komplementare Sequenz exakt einem Teil (einem Oktamer) seiner 
eigenen Sequenz entspricht. Durch optische (oder autoradiographische) Detektion 
der Bindungsposition des hybridisierten DNA-Fragments werden damit alle im 
Fragment vorhandenen Nukleinsaure-Oligomersequenzen (Oktamersequenzen) 
bestimmt. Aufgrund der Oberlappung benachbarter Nukleinsaure- 
Oligomersequenzen kann durch. geeignete mathematische Algorithmen die 
fortlaufende Sequenz des DNA-Fragments bestimmt werden. Die Vorteile dieses 
Verfahrens liegen unter anderem in der Miniaturisierung der Sequenzierung und 
damit in der enormen Datenmenge, die gleichzeitig in einem Arbeitsgang erfa&t wird. 
Daneben kann auf Primer und auf das gel-elektrophoretische Auftrennen der DNA- 
Fragmente verzichtet werden. Beispielhaft ist dieses Prinzip in Figur 1 fur ein 13 
Basen langes DNA-Fragment gezeigt. 
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Die Verwendung radioaktiver Markierungen bei der DNA-/RNA-Sequenzierung ist mit 
mehreren Nachteilen verbunden, wie z. B. aufwendige, gesetzlich vorgeschriebene 
Sicherheitsvorkehrungen beim Umgang mit radioaktiven Materialien, die 
Strahtenbelastung, das begrenzte raumliche Auflosungsvermogen (maximal 1mm 2 ) 
und eine Sensitivitat, die nur dann hoch ist, wenn die Strahlung der radioaktiven 
Fragmente entsprechend lange (Stunden bis Tage) auf einen RGntgenfilm einwirkt. 
Es kann zwar die rSumliche AuflSsung durch zusatzliche Hard- und. Software erhoht 
und die Detektionszeit durch die Verwendung von (J-Scannern verkQrzt werden, 
beides ist jedoch mit erhebiichen zusStzlichen Kosten verbunden. 

Die Fluoreszenzfarbstoffe, die Qblicherweise zur Markierung der DNA verwendet 
werden, sind zum Teil (z. B. Ethidiumbromid) mutagen und erfordern, ebenso wie die 
Anwendung der Autoradiographie, entsprechende Sicherheitsvorkehrungen. In fast 
alien Fallen erfordert die Verwendung optischer Detektion den Gebrauch von einem 
oder mehreren Lasersystemen und somit geschultes Personal und entsprechende 
Sicherheitsvorkehrungen, Die eigentliche Detektion der Flubreszenz erfordert 
zusatzliche Hardware, wie z. B. optische Bauelemente zur Verstarkung und, bei 
verschiedenen Anregungs- und Abfragewellenlangen wie im Sanger-Verfahren, ein 
Kontrollsystem. Abhangig von den benotigten Anregungswellenlangen und der 
gewunschten Detektionsleistung konnen somit erhebliche Investitionskosten 
entstehen. Bei der Sequenzierung durch Hybridisierung auf dem Oligomer-Chip ist 
die Detektion noch (kosten)aufwendiger, da, neben dem Anregungssystem, zur 2- 
dimensionalen Detektion der Fluoreszenzspots hochauflOsende CCD-Kameras 
(Charge Coupled Device Kameras) benotigt werden. 

Obwohl es also quantitative und extrem sensitive Methoden zur DNA-/RNA- 
Sequenzierung gibt, sind diese Methoden zeitaufwendig, bedingen aufwendige 
Probenpraparation und teure Ausstattung und sind im allgemeinen nicht als 
transportable Systeme verfQgbar. 



Darstellung der Erfindung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, eine Vorrichtung und ein 
Verfahren zur Detektion von Nukleinsaure-Oligomer-Hybriden zu schaffen, welche 
die Nachteile des Standes der Technik nicht aufweisen. 
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Diese Aufgabe wircl erfindungsgemalJ durch das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer 
gemafi unabhangigem Patentanspaich 1, durch das Verfahren zur Herstellung eines 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomers gemafi unabhangigem Anspruch 21, durch die 
modifizierte leitfahige Oberflache gemali unabhangigem Patentanspruch 29, das 
Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache gemafi 
unabhangigem Patentanspruch 43 und ein Verfahren zur elektrochemischen 
Detektion von Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierungsereignissen gemafi 
unabhangigen Patentanspruch 48 gelOst. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die folgenden Abkurzungen und 
Begriffe benutzt: 



Genetik 



DNA 
RNA 
PNA 



A 
G 
C 
T 
U 

Base 
Bp 

Nukleinsaure 



Desoxyribonukleinsaure 
Ribonukleinsaure 

eptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA, bei der die 
Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure ersetzt ist. 
Bei Ersatz der Zucker-Phosphat Einheit durch die -NH-(CH 2 ) 2 - 
N(COCH 2 -Base)-CH 2 CO- Einheit hybridisiert PNA mit DNA.) 

Adenin . 
Guanin 
Cytosin . 
Thymin 
Uracil 

A,G,T,CbderU 
Basenpaar 

wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder 
wenigstens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- (z. B. 
Cytosin, Thymin oder Uracil) oder Purin-Basen (z. B. Adenin 
oder Guanin). Der Begriff Nukleinsaure bezieht sich auf ein 
beliebiges "Ruckgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- 
oder Purin-Basen, wie z. B. auf das Zucker-Phosphat 
Ruckgrat der DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid-Ruckgrat 
der PNA oder auf analoge Strukturen (z. B. Phosphoramid-, 
Thio-Phosphat- oder Dithio-Phosphat-Ruckgrat). 
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Nukleinsaure- 
Oligomer 



Oligomer 
Oligonukleotid 

Oligo 
Primer 



Mismatch 



ss 
ds 
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Wesentliches Merkmal einer Nukleinsaure im Sinne der 
vorliegenden Erfindung ist, daft sie naturlich vorkommende 
cDNA Oder RNA sequenzspezifisch binden kann. 
Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z. B. 
Nukleinsaure-Oktamer: eine Nukleinsaure mit belieb.gem 
ROckgrat, bei dem 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen kovalent 
aneinander gebunden sind). 
Aquivalentzu Nukleinsaure-Oligomer. 
Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-Oligomer, also z. 
B. ein DNA, PNA oder RNA Fragment nicht naher 
spezifizierter Basenlange. 
Abkurzung fur Oligonukleotid. 

Start-Komplementar-Fragment eines Oligonukleotids. wobei 
die Basenlange des Primers nur ca. 4-8 Basen betragt. D.ent 
als Ansatzpunkt fur die enzymatische Replikation des 
Oligonukleotids. 

Zur Ausbildung der Watson Crick Struktur doppelstrangiger 
Oligonukleotide hybridisieren die beiden Einzelstrange derart 
daB die Base A (taw. C) des einen Strangs mit der Base T 
{bzw G) des anderen Strangs WasserstoffbrUcken ausbtfdet 
bei ' RNA 1st T durch Uracil ersetzt). Jede andere 
Basenpaarung bildet keine WasserstoffbrUcken aus, verzerrt 
die Struktur und wird als Mismatch" bezeichnet. 
single strand (Einzeistrang) 
double strand (Doppelstrang) 



Elektron-Donor 



i uiiw"-"' — — — ■ 

pnotoinduzierbar redoxaKttve Einheit oder chemisch induzierbar 
redoxaktive Einheit 

Der Begriff ElekUon-Donor bezeichnet im Rahmen der 
bTstimmter aulierer Ums*nde ein EleKtron an e,nen BeWmn 
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Akzeptor transferieren kann. Ein solcher auBerer Umstand ist z. 
B. die Lichtabsorption durch den Elektron-Donor oder -Akzeptor 
einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit. Durch Einstrahlung 
von Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange gibt der 
Elektron-Donor "D" an den/einen Elektron-Akzeptor "A" ein 
Elektron ab und es bildet sich, zumindest temporar, ein 
ladungsgetrennter Zustand D*A" aus oxidiertem Donor und 
reduziertem Akzeptor. Ein weiterer solcher auBerer Umstand 
kann z. B. die Oxidation oder Reduktion des Elektron-Donors 
oder -Akzeptors der chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit 
durch ein extemes Oxidations- oder Reduktionsmittel sein, also 
z. B. die Obertragung eines Elektrons auf den Elektron-Donor 
durch ein Reduktionsm ittel bzw. die Abaabe eines Elektrons 



durch den Elektron-Akze ptor an ein Oxidationsmittel sein. Diese 



Oxidations- bzw. Reduktionsmittel konnen sowohl exteme 



redoxaktive Substanzen sein. d. h. sie sind nicht kovalent mit der 
redoxaktiven Einhei t, dem Nukleinsaure-Oliaomer oder der 



eitfahiqen Oberflache verbunden. stehen aber mit diesen. z. B. 



Qber die der modifizie rten leitfahiqen Oberflache zuaefuate 



.osunq, in Kontakt ode r sie sind kovalent mit dem Nukleinsaure- 



Oligomer verbunden. wobei das Oxidations- bzw. 



Reduktionsmittel an einer Stelle des Nukleinsaure-Oligomers 
kovalent angebunden ist, die mindestens zwei kovalent 
verbundene Nukleotide oder wenigstens zwei kovalent 
verbundene Pyrimidin- oder Purin-Basen von der kovalenten 
Anbindungsteile der redoxaktiven Einheit entfemt ist, bevorzugt 
3" — dem de r Modifikation mit redoxaktiver Einheit 



entgeqenqesetzten End e des Olioonukleotids in der Nahe der 



eitfahiqen Oberflache Die Fahigkeit als Elektron-Donor oder 



Akzeptor zu wirken ist relativ, d. h. ein Molekiil, das unmittelbar 
oder nach Einwirkung bestimmter auBerer Umstande gegenuber 
einem anderen MolekQI als Elektron-Donor wirkt, kann 
gegenQberdiesem Molekul unter abweichenden experimentellen 
Bedingungen oder gegenuber einem dritten MolekOI unter 
gleichen oder abweichenden experimentellen Bedingungen auch 
als Elektron-Akzeptor wirken. 

Der Begriff Elektron-Akzeptor bezeichnet im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung einen Bestandteil einer photoinduzierbar 
redoxaktiven Einheit bzw. einer chemisch induzierbar 
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redoxaktiven Einheit. Bei einem Elektron-Akzeptor handelt es 
sich urn ein Molekul, das unmittelbar oder nach Einwirkung 
bestimmter aufierer Umstande ein Elektron von einem Elektron- 
Donor aufnehmen kann. Ein solcher aulierer Umstand ist z. B. 
die Lichtabsorption durch den Elektron-Donor oder -Akzeptor 
einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit. Durch Einstrahlung 
von Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange gibt der 
I Elektron-Donor "D" an den/einen der Elektron-Akzeptor "A" ein 
Elektron ab und es bildet sich, zumindest temporar, ein 
ladungsgetrennter Zustand D + A" aus oxidiertem Donor und 
reduziertem Akzeptor. Ein weiterer solcher Sufcerer Umstand 
kann z. B. die Oxidation oder Reduktion des Elektron-Donors 
oder -Akzeptors der chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit 
durch ein extemes Oxidations- oder Reduktionsmittel sein, also 
z. B. die Obertragung eines Elektrons auf den Elektron-Donor 
durch ein Reduktionsmittel bzw. die Abaa be eines Elektrons 
durch den Elektron-Akzeptor an ein Oxidationsmittel sein. Diese 
Oxidations- bzw. Reduktionsmittel konnen sowoh l exteme 
redoxaktive Substanzen sein. d. h. sie sind nic ht kovalent mit der 
redoxaktiven Einhei t. dem Nukleinsaure-OH aomer oder der 
leitfahiqen Oberflache verbunden. stehen aber mit d iesen. z. B. 
Ober die der modifizierten leitfahiaen Obe rflache zuaefQate 
L6sung. in Kontakt oder sie sind kovalent mit d em Nukleinsaure- 

Oliaomer verbunden. wobei das Oxidations- bzw. 

Reduktionsmittel an einer Stelle des Nukleinsaure-Oligomers 
kovalent angebunden ist, die mindestens zwei kovalent 
verbundene Nukleotide oder wenigstens zwei kovalent 
verbundene Pyrimidin- oder Purin-Basen von der kovalenten 
Anbindungstelle der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 
| entfemt ist, bevorzugt an dem der M odifikation mit redoxaktiver 
j Einheit entaeaenqesetzten Ende des Oliaonukleotids in der 
i Nahe der leitfahiaen Oberflache. Die Fahigkeit als Elektron- 
Akzeptor oder -Donor zu wirken ist relativ. d. h. ein Molekul. das 
unmittelbar oder nach Einwirkung bestimmter auderer Umstande 
gegenQber einem anderen MolekOI als Elektron-Akzeptor wirkt, 
kann gegenQber diesem MolekOI unter abweichenden 
experimentellen Bedingungen oder gegenQber einem dritten 
MolekQI unter gleichen oder abweichenden experimentellen 
I Bedingungen auch als Elektron-Donor wirken. 
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Elektron-Donor- 
MotekUl 

Elekron-Akzeptor- 
Molekul 

Oxidationsmittel 



Reduktionsmittel 



entspricht einem Elektron-Donor. 
entspricht einem Elektron-Akzeptor. 

chemische Verbindung (chemische Substanz), die durch 
Aufnahme von Elektronen aus einer anderen chemischen 
Verbindung (chemischen Substanz, Elektron-Donor, Elektron- 
Akzeptor) diese andere chemische Verbindung (chemischen 
Substanz, Elektron-Donor, Elektron-Akzeptor) oxidiert Ein 
Oxidationsmittel sich analog zu einem Elektron-Akzeptor, wird 
aber im Rahmen der voiiiegenden Erfindung als Begriff fur einen 
extemen, nicht unmittelbar zur photoinduzierbar redoxaktiven 
Einheit bzw. chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit gehorigen 
Elektron-Akzeptor verwendet. Nicht unmittelbar bedeutet in 
diesem Zusammenhang, dafi das Oxidationsmittel entweder eine 
freie redoxaktive Substanz 1st, die nicht an das Nukleinsaure- 
Oligomer gebunden ist, aber mit diesem in Kontakt steht oder dafi 
das Oxidationsmittel kovglent an das NukleinsSure-Oligomer 
angebunden ist, jedoch an einer Stelle des Nukleinsaure^ 
Oligomers, die mindestens zwei kovalent verbundene 
Nukleotide oder wenigstens zwei kovalent verbundene 
Pyrimidin- oder Purin-Basen von der kovalenten 
Anbindungstelle der (photoinduzierbar) redoxaktiven Einheit 
entfernt ist Insbesondere kann die Elektrode das Oxidationsmittel 
darstellen. 

chemische Verbindung (chemische Substanz), die durch Abgabe 
von Elektronen an eine andere chemische Verbindung 
(chemische Substanz, Elektron-Donor, Elektron-Akzeptor) diese 
andere chemische Verbindung (chemischen Substanz, Elektron- 
Donor, Elektron-Akzeptor) reduziert Ein Reduktionsmittel verhSIt 
sich analog zu einem Elektron-Donor, wird aber im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung als Begriff fur einen extemen, nicht 
unmittelbar zur photoinduzierbar redoxaktiven Einheit bzw. zur 
chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit gehorigen Elektron- 
Donor verwendet. Nicht unmittelbar bedeutet in diesem 
Zusammenhang, dad das Reduktionsmittel entweder eine freie 
redoxaktive Substanz ist, die nicht an das NukleinsSure-Oligomer 
gebunden ist, aber mit diesem in Kontakt steht oder dali das 
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photoinduzierbar 



redoxaktiv 



freie, redoxaktive 
Substanz 



I Reduktionsmittel kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer 

angebunden ist, jedoch an einer Stelle des Nukleinsaure- 
| Oligomers, die mindestens zwei kovalent verbundene 

Nukleotide Oder wenigstens zwei kovalent verbundene 
jPyrimidin- oder Purin-Basen von der kovalenten 

Anbindungstelle der edoxaktiven Einheit entfemt ist. Insbesondere 

kann die Elektrode das Reduktionsmittel darstellen. 

photoinduzierbar bedeutet, daft eine gewisse Eigenschaft erst 
durch Einstrahlen von Licht bestimmter oder beliebiger 
Wellenlange entfaltet wird. So entfaltet z. B. eine 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat, also 
ihre Eigenschaft, unter bestimmten aulieren Umstanden 
innerhalb der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit eine 
Ladungstrennung durchzufuhren, also z. B. den Zustand D*A~ 
auszubilden, und an ein anderes geeignetes Oxidationsmittel 
Elektronen abzugeben oder von einem anderen geeigneten 
Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen, erst durch 
Einstrahlen von Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange. 
Ein weiteres Beispiel ist die photoinduzierbar reaktive Gruppe, 
d. h. eine Gruppe, die erst durch Einstrahlen von Licht 
bestimmter oder beliebiger Wellenlange reaktiv wird. 

redoxaktiv bezeichnet die Eigenschaft einer redoxaktiven 
Einheit unter bestimmten aulieren Umstanden ah ein 
geeignetes Oxidationsmittel Elektronen abzugeben oder von 
einem geeigneten Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen 
bzw. die Eigenschaft einer redoxaktiven Substanz unter 
I bestimmten aulieren Umstanden an einen geeigneten 
j Elektron-Akzeptor Elektronen abzugeben oder von einem 
geeigneten Elektron-Donor Elektronen aufzunehmen. 

freies, nicht kovalent mit de r redoxaktiven Einheit_dem 
Nukleinsaure-Oligomer oder der leitfah iaen Oberflache verbundes, 
aber mit diesen, z. B. Qber die der mod iffriftrten leitfahiaen 
Oberflache zuaefuote Losung , in Kontakt stehen des_Oxidations- 
oder Reduktionsmittel, wobei die freie redoxaktive Substanz z. 
B. ein ungeladenes MolekQI, eine beliebiges Salz oder ein 
redoxaktives Protein oder Enzym (Oxydoreductase) sein 
kann. Die freie redoxaktive Substanz ist dadurch 
Igekennzeichnet, daB sie den oxidierten Donor (bzw. den 
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photoinduzierbar 
redoxaktive Einheit 



reduzierten Akzeptor) der photoinduzierbar redoxaktive 
Einheit re-reduzieren (bzw. re-oxidieren) kann bzw. daft die 
reie, redoxaktive Substanz den Donor (bzw. den Akzeptor) 
der chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit reduzieren 
(bzw. oxidieren) kann. 

Oberbegriff fur eine Einheit, die ein oder mehrere Elektron- 
Donor-MolekGle und ein oder mehrere Elektron-Akzeptor- 
Molekule enthalt, wobei dieses (diese) Elektron-Donor- 
Molekul(e) und/oder dieses (diese) Elektron-Akzeptor- 
MolekQI(e) in ein oder mehrere MakromolekOle eingebettet 
sein konnen. Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) 
konnen untereinander durch eine oder mehrere kovalente 
oder ionische Biridungen, durch Wasserstoff-Brucken- 
Bindungen, van-der-Waals-Briicken, durch jmi- 
Wechselwirkung oder durch Koordination mittels 
Elektronenpaar-Donation und -Akzeptation . miteinander 
verbunden sein, wobei kovalente Verbindungen direkte oder 
indirekte (z. B. uber einen Spacer, nicht aber Qber ein 
Nukleinsaure-Oligomer) Verbindungen sein konnen. Daneben 
konnen die Elektron-Donor{en) und/oder Elektron- 
Akzeptor(en), falls sie in ein oder mehrere MakromolekQI(e) 
eingebettet sind, mit dem (den) Makromolekul(en) durch 
kovalente Anbindung an das (die) MakromolekOI(e), durch 
Einkapseln in passende molekulare Kavitaten 
(Bindungstaschen) des Makromolekuls (der MakromolekQIe), 
durch ionische Bindungen, Wasserstoff-Briicken-Bindungen, 
van-der-Waals-BrQcken, 71-71-Wechselwirkung oder durch 
Koordination mittels Elektronenpaar-Donation und 
Akzeptation zwischen dem(n) MakromolekQI(en) und dem(n) 
Elektron-Donor-MolekQI(en) und/oder dem(n) Elektron- 
Akzeptor-MolekQI(en) verbunden seip. Sind mehrere 
MakromolekOle Bestandteil der photoinduzierbar redoxaktiven 
Einheit kann die Bindung der MakromolekQIe untereinander 
ebenfalls kovalent, iohisch, durch Wasserstoff-BrOcken- 
Bindungen, van-der-Waals-BrQcken, 7t-7c-Wechselwirkung 
oder durch Koordination mittels Elektronenpaar-Donation und 
-Akzeptation erfolgen. Wesentliche Merkmale der 
photoinduzierbar redoxaktiven Einheit sind neben der 
Zusammensetzung aus Elektron-Donor(en) und Elektron- 
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Akzeptor(en) oder aus Elektron-Donor(en) und Elektron- 
Akzeptor(en) und Makromolekul(en): (i) die Einheit ist in den 



Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) im urspriinglichen bzw. 
oxidierten oder reduzierten Zustand) stabil und dissoziiert 
nicht in ihre Bestandteile, (ii) die Einheit enthalt keine 
Nukleinsaure, (iii) die Zusammensetzung der Einheit aus 
Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) oder aus 
Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) und 
Makromolekul(e.n) kann - unabhangig von der Bindung 
zwischen den Bestandteilen - vom Fachmann erkannt 
werden, da sie prinzipiell auch als Einzelmolekule vorkommen 
k6nnen und (iv) Elektron-Donor(en) und Elektron- 
Akzeptor(en) der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 
wirken unter gleichen oder ahnlichen aulieren Umstanden in 
Form von EinzelmolekUlen in L&sung als Elektron-Donor(en) 
und Elektron-Akzeptor(en), d. h. auch bei freien gelosten 
Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) kann 
unmittelbar oder nach Einwirkung bestimmter au&erer Umstande, 
entsprechend den Umstanden die innerhalb der photoinduzierbar 
redoxaktiven Einheit zu einem Elektrontransfer fuhren, ein 
Elektron vom (von den) gelSsten Elektron-Donor(en) auf den (die) 
geldsten Elektron-Akzeptor(en) Qbertragen werden. Die 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit kann z. B. jedes 
beliebige photoinduzierbar redoxaktive Protein/Enzym oder 
jeder beliebige photoinduzierbar redoxaktive, verknupfte, 
wenigstens bimolekulare Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor- 
Komplex sein. Durch Einstrahlung von Licht bestimmter oder 
beliebiger Wellenlange gibt der/ein Elektron-Donor an einen 
der Elektron-Akzeptoren ein Elektron ab und es bildet sich, 
zumindest temporar, ein ladungsgetrennter Zustand D*A" aus 
einem oxidierten Donor und einem reduzierten Akzeptor. 
Dieser Vorgang innerhalb der photoinduzierbar redoxaktiven 
Einheit wird als photoinduzierte Ladungstrennung bezeichnet. 
Bei entsprechend gewahlten aulieren Umstanden entfaltet die 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat, also 
ihre Eigenschaft, an einen geeignetes Oxidationsmittel 
Elektronen abzugeben oder von einem geeigneten 
Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen, erst im 



erfindungsrelevanten 



Erscheinungsformen 



(Elektron- 
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chemisch induzierbar 
redoxaktive Einheit 



ladungsgetrennten Zustand, da das Reduktionsmittel (bzw. 
Oxidationsmittel) nur auf den oxidierten Donor (bzw. vom 
reduzierten Akzeptor) der photoinduzierbar redoxaktiven 
Einheit Elektronen ubertragt (bzw. aufnimmt), z. B. in 
Gegenwart eines Reduktionsmittels, das D + f jedoch nicht D, 
reduzieren kann (bzw. in Gegenwart eines Oxidationsmittels 
das A", jedoch nicht A, oxidieren kann). Insbesondere kann 
dieses Oxidations- bzw. Reduktionsmittel auch eine Elektrode 
sein, wobei die photoinduzierbar redoxaktive Einheit erst nach 
der photoinduzierten Ladungstrennung ein Elektron an eine 
Elektrode abgeben (bzw. von dieser aufnehmen) kann, z. B. 
wenn die Elektrode auf ein Potential gesetzt wird, bei dem A", 
jedoch nicht A, oxidiert (bzw. D\ jedoch nicht D, reduziert) 
wird. 

entspricht in Zusammensetzung und Funktionsweise einer 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit, wobei aber im Unterschied 
zur Funktionsweise einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 
Photoaktivierung als SufJerer Umstand zur Entfaltung der 
Redoxaktivitat der redoxaktive Einheit ausgeschlossen ist. Die 
redoxaktive Einheit kann also z. B. jedes beliebige 
redoxaktive Protein/Enzym oder jeder beliebige redoxaktive, 
verknupfte, wenigstens bimolekulare Elekton-Donor-/Elektron- 
Akzeptor-Komplex sein. Bei entsprechend gewahlten aufieren 
Urnstanden entfaltet die redoxaktive Einheit ihre 
Redoxaktivitat, also ihre Eigenschaft, z. B. an ein geeignetes 
Oxidationsmittel Elektronen abzugeben, erst nach 
Obertragung eines Elektrons von einem Reduktionsmittel auf 
den/einen Elektron-Donor "D", der nur im reduzierten Zustand 
"D~ " ein Elektron auf den Akzeptor "A" ubertragen kann und 
das Oxidationsmittel nur von diesem reduzierten Akzeptor M A" 
der redoxaktiven Einheit Elektronen aufnimmt, also in 
Gegenwart eines Oxidationsmittels, das A"", jedoch nicht A, 
oxidieren kann (sukzessive Ladungsubertragung). 
Insbesondere kann dieses Oxidationsmittel auch eine 
Elektrode sein, z. B. wenn die Elektrode auf ein Potential 
gesetzt wird, bei dem A~, jedoch nicht A, oxidiert wird. 
Umgekehrt kann bei abweichend gewahlten aulieren 
Urnstanden die redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat, also z. 
B. ihre Eigenschaft von einem geeigneten Reduktionsmittel 



12 



WO 00/42217 



PCT/EPOO/00084 



photoinduzierbar 
redoxaktives 
Protein/Enzym 



Elektronen aufzunehmen, erst nach Obertragung eines 
Elektrons von einem Elektron-Akzeptor "A" auf ein 
Oxidationsmittel entfalten, wenn nur der oxidierte Akzeptor "A* 
" ein Elektron vom Donor D aufnehmen kann und das 
Reduktionsmittel nur auf den oxidierten . Donor "D*" der 
redoxaktiven Einheit Elektronen Qbertragen kann, z. B. in 
Gegenwart eines Reduktionsmittels, das D + , jedoch nicht D, 
reduziert kann (sukzessive Ladungsubertragung). 
Insbesondere kann dieses Reduktionsmittel auch eine 
Etektrode sein. z. B. wenn die Elektrode auf ein Potential 
gesetzt wird, bei dem D + , jedoch nicht D, reduziert wird. 

besteht in der Regel aus sogenanntem Apoprotein, dem (den) 
bevorzugten Makromolekul(en) der vorliegenden Erfindung, 
und Cofaktoren, den Elektron-Donor(en) und Elektron- 
Akzeptor(en) im Sinne der vorliegenden Erfindung. Die 
photoinduzierte Ladungstrennung innerhalb des 
photoaktivierbar redoxaktiven Proteins/Enzyms wird durch 
Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange ausgeldst. So 
sind zum Beispiel im photosynthetischen Reaktionszentrum 
(reaction center, RC) als Cofaktoren ein primarer Elektron- 
Donor P und mehrere verschiedene Elektron-Akzeptoren A. 
darunter auch Quinon-Cofaktor(en) Q, in eine Proteinmatrix 
eingebettet und bilden so eine "polymolekulare" Einheit (vgl. 
Struktur 1). Die Einbettung erfolgt in diesem Fall durch 
Einkapselung der Cofaktoren in passende Kavitaten, 
sogennante Bindungstaschen der Proteinmatrix aus mehreren 
Protein-Untereinheiten. Sowohl die Protein-Untereinheiten als 
auch die Einkapselung der Cofaktoren in die Proteinmatrix ist 
im Fall einiger natQrlich vorkommender RC durch nicht- 
kovalente Bindungen reaiisiert. Bei Lichteinstrahlung 
geeigneter Wellenlange gibt der primare Donor ein Elektron 
an einen der Elektron-Akzeptoren ab und es bildet sich, 
zumindest temporar, aus den anfanglich neutralen Cofaktoren 
ein ladungsgetrennter RC-Zustand P*A", insbesondere auch 
der Zustand P*Q". 

chemisch induzierbarlentspricht in Zusammensetzung und Funktionswe.se einem 
redoxaktives Protein/ photoinduzierbar redoxaktiven Protein/Enzym, wobe. aber «m 
Enzym |Unterschied zur Funktionsweise einer photo.nduzierbar 
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photoinduzierbar 

redoxaktiver, 

verknupfter, 

wenigstens 

bimolekularer 

Elekton-Donor- 

/Elektron-Akzeptor- 

Komplex 



redoxaktiven Einheit Photoaktivierung als aufierer Umstand zur 
Entfaltung der RedoxaktivitSt der redoxaktive Einheit 
ausgeschlossen ist; das chemisch induzierbar redoxaktive 
Protein/Enzym besteht in der Regel aus sogenanntem 
Apoprotein, dem (den) bevorzugten Makromolekul(en) der 
voriiegenden Erfindung, und Cofaktoren, den Elektron- 
Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) im Sinne der 
voriiegenden Erfindung. Die Eigenschaft des redoxaktiven 
Proteins/Enzyms zur sukzessiven Ladungsubertragung wird 
durch eine freie redoxaktive Substanz (Substrat) ausgelost. 

Verbindung aus einem Oder mehreren Elektron-Donor 
Molekulen D1, D2, D3 etc. und mindestens einem oder 
mehreren geeigneten Elektron-Akzeptor MolekQIen A1, A2, 
A3 etc., wobei die Elektron-Donor(en) und Elektron- 
Akzeptor(en) untereinander durch eine oder mehrere 
kovalente oder ionische Bindungen, durch Wasserstoff- 
Brucken-Bindungen, van-der-Waals-Brtlcken, durch 71-71- 
Wechselwirkung oder durch Koordination mittels 
Elektronenpaar-Donation und -Akzeptation miteinander 
verbunden sind. Kovalente Verbindungen in diesem Sinne 
konnen direkte oder indirekte (z. B. Qber einen Spacer, nicht 
aber uber ein NukleinsSure-Oligomer) Verbindungen sein. 
Wesentliche Merkmale des photoinduzierbar redoxaktiven, 
verknupften, wenigstens bimolekularen Elekton-Donor- 
/Elektron-Akzeptor-Komplexes sind neben der 
Zusammensetzung aus Elektron-Donor(en) und Elektron- 
Akzeptor(en): (i) der Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor- 
Komplex ist in den erfindungsrelevanten Erscheinungsformen 
(Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) im 
ursprQnglichen bzw. oxidierten oder reduzierten Zustand) 
stabil und dissoziiert nicht in seine Bestandteile, (ii) die Einheit 
enthSU keine Nukleinsaure, (Hi) die Zusammensetzung des 
wenigstens bimolekularen Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor- 
Komplexes aus Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) 
kann - unabhSngig von der Bindung zwischen den 
Bestandteilen - vom Fachmann erkannt werden und (iv) 
Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) des 
photoinduzierbar redoxaktiven, verknupften, wenigstens 
bimolekularen Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplex 
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redoxaktiver, 
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wenigstens 
bimolekularer 
Elekton-Donor- 
/Elektron-Akzeptor- 
Komplex 



wirken unter gleichen oder ahnlichen aulieren Umstanden 
auch in Form von Einzelmolekiilen in L6sung als Elektron- 
Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en), d. h. auch bei freien 
gelosten Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) kann 
unmittelbar oder nach Einwirkung bestimmter aulierer Umstande, 
entsprechend den Umstanden die innerhalb der photoinduzierbar 
redoxaktiven Einheit zu einem Elektrontransfer fuhren, ein 
Elektron vom (von den) gel6sten Elektron-Donor(en) auf den (die) 
geldsten Elektron-Akzeptor(en) ubertragen werden. Der 
photoinduzierbar redoxaktive, verknQpfte, wenigstens 
bimolekulare Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplex 
entspricht in seiner erfindungsrelevanten Funktionsweise 
einem photoinduzierbar redoxaktiven Protein/Enzym. d. h. 
auch hier kommt es durch Lichteinstrahlung geeigneter 
Wellenlange zur photoinduzierten Ladungstrennung und es 
wird, zumindest temporar, ein ladungsgetrennter Zustand 
D*A" gebildet (wobei D fUr ein beliebiges D1, D2, D3 etc. und 
A fQr ein beliebiges A1 , A2, A3 etc. steht). Im Ausdruck 
photoinduzierbar redoxaktiver, verkniipfter, wenigstens 
bimolekularer Elekton-Donor-/ Elektron-Akzeptor-Komplex" 
steht der Begriff "wenigstens bimolekular" dafur, da(i der 
Komplex aus wenigstens einem Elektron-Donor und 
wenigstens einem Elektron-Akzeptor aufgebaut ist, auch 
wenn der Donor mit dem Akzeptor direkt (oder indirekt Qber 
einen Spacer) kovalent verbunden ist. 

entspricht in Zusammensetzung und Funktionsweise einem 
photoinduzierbar redoxaktiven, verknupften, wenigstens 
bimolekularen Elektron-Donor/Elektron-Akzeptor-Komplex, 
wobei aber im Unterschied zur Funktionsweise eines 
photoinduzieriDar redoxaktiven. verknOpften, wenigstens 
bimolekularen Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplexes 
Photoaktivierung als aulierer Umstand zur Entfaltung der 
Redoxaktivitat der redoxaktiven Einheit ausgeschlossen ist. Be. 
entsprechend gewahlten auderen Umstanden entfaltet d.e 
redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat, also ihre Eigenschaft, 
iz B an ein geeignetes Oxidationsmittel Elektronen 
abzugeben, erst nach Obertragung eines Eiektrons von e.nem 
Reduktionsmittel auf den/einen Elektron-Donor "D", der nur im 
reduzierten Zustand "D" " ein Elektron auf den Akzeptor "A 
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Qbertragen kann und das Oxidationsmittel nur von diesem 
reduzierten Akzeptor "A~" der redoxaktiven Einheit Elektronen 
aufnimmt, also in Gegenwart eines Oxidationsmittels das A", 
jedoch nicht A, oxidieren kann (sukzessive 
Ladungsubertragung). Insbesondere kann dieses 
Oxidationsmittel auch eine Elektrode sein, z. B. wenn die 
Elektrode auf ein Potential gesetzt wird, bei dem A', jedoch 
nicht A, oxidiert wird. Umgekehrt kann bei abweichend 
gewahlten SulJeren Umstanden die redoxaktive Einheit ihre 
Redoxaktivitat, also z. B. ihre Eigenschaft von einem 
geeigneten Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen, erst 
nach Qbertragung eines Elektrons von einem Elektron- 
Akzeptor "A" auf ein Oxidationsmittel entfalten, wenn nur der 
oxidierte Akzeptor "A + " ein Elektron vom Donor D aufnehmen 
kann und das Reduktionsmittel nur auf den oxidierten Donor 
"D + " der redoxaktiven Einheit Elektronen Qbertragen kann, z. 
B. in Gegenwart eines Reduktionsmittels, das D\ jedoch nicht 
D, reduzieren kann (sukzessive Ladungsubertragung). 
Insbesondere kann dieses Reduktionsmittel auch eine 
Elektrode sein, z. B. wenn die Elektrode auf ein Potential 
gesetzt wird, bei dem D + , jedoch nicht D, reduziert wird. Im 
Ausdruck "redoxaktiver, verknupfter, wenigstens 
bimolekularer Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplex H 
steht der Begriff "wenigstens bimolekular" dafiir, dafc der 
Komplex aus wenigstens einem Elektron-Donor und 
wenigstens einem Eiektron-Akzeptor aufgebaut ist, auch 
wenn der Donor mit dem Akzeptor direkt (oder indirekt uber 
einen Spacer) kovalent verbunden ist. 



redoxaktiven Proteins/Enzyms. Bei dem Protein/Enzym 
handelt es sich um einen sogenannten Pigment/Protein- 
Komplex der aus Apoprotein mit mehreren 
Proteinuntereinheiten und mehreren Cofaktoren (im Beispiel 
RC sogenannte Pigmente) handelt. In solchen 
Pigment/Protein-Komplexen spielen sich die ersten Schritte 
der lichtgetriebenen Ladungstrennung der bakteriellen oder 
pflanzlichen Photosynthese ab. Das RC der Photosynthese 
betreibenden Bakterien des Stammes Rhodobacter 
sphaeroides z. B. (vgl. Struktur 1) besteht aus drei Protein- 



RC 



Reaktionszentrum. Beispiel 



eines 



photoinduzierbar 
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Untereinheiten und acht Cofaktoren (Pigmenten). Die 
Cofaktoren, ein Bakteriochlorophyll-Dimer P, zwei 
Bakteriochlorophyll-Monomere B A und B B , zwei 
Bakteriopheophytin-Monomere H A und H B und zwei 
Ubichinon-50 (UQ) MolekQIe Q A und Q B , sind in den jeweiligen 



der 



Ba- etc. 



Protein-Bindungstaschen (also 
Bindungstasche) lokalisiert. 

Proteinbindungstasche bzw. Proteinumgebung, in der sich der 
Chinon-Cofaktor Q A befindet. In RC von z.B. Rhodobacter 
sphaeroides ist der Chinon-Cofaktor Q A ein Ubichinon-50 
(vgl. Struktur 1). 
Q A -Protein-Bindungstasche 



Chemisette Substanzen/Gruppen 



ZnBChl 
Q 

UQ 



(cyt c 2 ) ; 



2+ 



PQQ 

EDTA 

sulfo-NHS 

EDC 

HEPES 

Tris 



Zn-Bakteriochlorophyll (Formel 1 1 mit M = Zn) 

allgemein fur Chinon (engl. Quinone), im Beispiel 3 und den sich 
darauf beziehenden Textpassagen ist Q ein modifiziertes 
Anthrachinon oder Pyrrollochinolinochinon (PQQ). 
Ubichinon-50, RC-Cofaktor und temporarer Elektron-Akzeptor 
z. B. im RC der Photosynthese betreibenden Bakterien aus z. 
B. Rhodobacter sphaeroides oder Rhodopseudomonas 
viridis. 

reduzierte Form des Cytochrom c*. ein frei bewegliches Ham- 
Protein, das in der bakteriellen Photosynthese in Rhodobacter 
sphaeroides den oxidierten primaren Donor P + zu P reduziert; 
Beispiel einer redoxaktiven Substanz. 

Pyrrolo-Chinolino-Chinon, entspricht: 4,5-Dihydro-4,5-dioxo- 
1H-pyrrolo-[2,3-f]-chinolin-2,7,9-tricarboxylsaure) 

Ethylendiamin-Tetraacetat (Natriumsalz) 
N-Hydroxysulfosuccinimid 
(3-Dimethylaminopropyl)-carbodiimid 
N-p-HydroxyethyrjpiRerazin-N'-p-ethansulfonsaure] 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
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Alkenyl 
Alkinyl 

Hetero-Alkyl 

Hetero-Alkenyl 



Hetero-Alkinyl 



Linker 
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Der Begriff "Alkyl" bezeichnet eine gesattigte 
Kohlenwasserstoffgruppe, die geradkettig oder verzweigt ist (z.B. 
Ethyl, 2,5-Dimethylhexyl oder Isopropyl etc.). Wenn "Alkyl" benutzt 
wird, um auf einen Linker oder Spacer zu verweisen, bezeichnet 
der Begriff eine Gruppe mit zwei verfugbaren Valenzen fQr die 
kovalente Verknupfung (z. B. -CH 2 CH 2 -, 
-CH 2 C(CH 3 ) 2 CH 2 CH 2 C(CH 3 ) 2 CH 2 - oder -CH 2 CH 2 CH 2 - etc.). 
Bevorzugte Alkylgruppen als Substituenten oder Seitenketten R 
sind solche der Kettenlange 1-30 (langste durchgehende Kette 
von kovaleht aneinander gebundenen Atomen). Bevorzugte 
Alkylgruppen als Linker oder Spacer sind solche der Kettenlange 
1 - 20, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, wobei die 
Kettenlange hier die kurzeste durchgehende Verbindung 
zwischen den durch den Linker oder Spacer verbundenen 
Strukturen, also zwischen den zwei MolekQIen bzw. zwischen 
einem Oberflachenatom, OberflachenmolekQI oder einer 
OberflachenmolekQIgruppe und einem anderen MolekQI, 
darstellt. 

Alkylgruppen, bei denen eine oder mehrere der C-C 
Einfachbindungen durch C=C Doppelbindungen ersetzt sind. 

Alkyl- oder Alkenylgruppen, bei denen eine oder mehrere der 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C=C 
Dreifachbindungen ersetzt sind. 

Alkylgruppen, bei denen eine oder mehrere der OH Bindungen 
oder C-C Einfachbindungen durch C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, 
C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 

Alkenylgruppen, bei denen eine oder mehrere C-H 
Bindungen, C-C Einfach- Oder C=C Doppelbindungen durch 
C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, C=0, C-S oder C=S Bindungen 
ersetzt sind. 

Alkinylgruppen, bei denen eine oder mehrere der C-H 
Bindungen, C-C Einfach-, C=C Doppel- oder CsC 
Dreifachbindung durch C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, C=0, C-S 
oder C=S Bindungen ersetzt sind. 

molekulare Verbindung ; zwischen zwei MolekQIen bzw. 
zwischen einem Oberflachenatom, Oberflachenmolekul oder 
einer Oberflachenmolekulgruppe und einem anderen MolekQI. 
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I In der Regel sind Linker als Alkyh Alkenyl-, Alkinyl-, Hetero- 
Alkyl-, Hetero-Alkenyl- Oder Heteroalkinylkette kauflich zu 
erwerben, wobei die Kette an zwei Stellen mit (gleichen oder 
verschiedenen) reaktiven Gruppen derivatisiert ist. Diese 
Gruppen bilden in einfachen/bekannten chemischen 
Reaktionen mit den entsprechenden Reaktionspartner eine 
kovalente chemische Bindung aus. Die reaktiven Gruppen 
konnen auch photoaktivierbar sein, d. h. die reaktiven 
Gruppen werden erst durch Licht bestimmter oder beliebiger 
Wellenlange aktiviert. Bevorzugte Linker sind solche der 
Kettenlange 1 - 20, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, 
wobei die Kettenlange hier die kurzeste durchgehende 
Verbindung zwischen den zu verbindenden Strukturen, also 
zwischen den zwei Molekulen bzw. zwischen einem 
Oberflachenatom, OberflachenmolekOI oder einer 
Oberflachenmolekulgruppe und einem anderen MolekQI, 
darstellt. 

Spacer Linker, der Ober die reaktiven Gruppen an eine oder beide der 

2U verbindenden Strukturen (siehe Linker) kovalent 
I angebunden ist. Bevorzugte Spacer sind solche der Kettenlange 
1 - 20, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, wobei die 
I Kettenlange die kurzeste durchgehende Verbindung zwischen 
den zu verbindenden Strukturen darstellt. 

HS-Spacert- M-n^ncan^-niignmer. an das n Thiolfunktionen uber jeweils 
einen Spacer ennebunden sin d- wobei die Spacer jeweils eine 
.interschiedlich* Kettenlange (kurzeste — durchqehende 
Vftrhinduno zwisnhen Thiolfu nktion und Nukleinsaure- 
niig nmRrt aufweis e " kfinnen. insbesondere jeweils eine 
hglighiae Ketten'anne zwischen 1 und_JI4. D iese Spacer 

kbnnen w^rum an vftrschiedene naturtich am 

| MMki«in R atjr e -Oliaomgr vorhandene oder an diesem_durch 
| MnHifikation an^hrerhte reaktive Gruppen qebunden sein 
I U nd V ist *™ heliebiae op»™ Zahj, insbesondere eine Zahl 
zwischen 1 und 20, 

m v R-S-S-Spacerv l M„ k . ft in fta ur e -Oliaomer. an das n Disulfide mktionen Ober 
li" jeweils s parer anoehunden sind, wobei ein bel.eb jger 

j Rest R die nicuifidfunktion absattjgt Per Spacer zur 
^ nH ^.,» q H ft r nisulfidfunktinn an das Nnkleinsflure-Oliqomer 
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oligo-Spacer-S-S- 
Spacer-oligo 



kann iew eils eine unterschiedliche Kettenlanae (kurzeste 
durchaeh ende Verbinduna zwischen Disulfidfunktion und 
Nukleinsa ure-Qliaomer) aufweisen. insbesondere ieweils eine 
beliebiae Kettenlanae zwischen 1 und 14 . D iese Spacer 
kdnnen wiederum kann an verschiedene naturlich am 
Nukleinsa ure-Qliaomer vorhandene Oder an diese m durch 
Modifikation anaebrachte reaktive Gruppen aebunden sein. 



Per Platz halter n ist eine beliebiqe qanze Zahl. insbesondere 
eine Zahl zwischen 1 und 20. 



zwei aleic he Oder verschiedene Nukleinsaure-Oliaomere. die 
Ober eine Disulfid-BrQcke miteinander verbunden sind. wobei die 



Disulfidbrucke Qber z wei beliebiae Spacer an die Nukleinsaure- 
Oligomere anqebunden ist und die beiden Spacer eine 



unterschiedliche Kettenlanae (kurzeste durchaehende 
Verbinduna zwischen Disulfidbrucke und dem ieweiiiaen 
Nukleinsaure-Qliaomer) aufweisen kQnnen. insbesondere ieweils 



eine beliebige Kettenlanae zwischen 1 und 14 und diese Spacer 
wiedeaim an verschiedene naturlich am Nukleinsaure-Qliaomer 



vorhandene oder an diese durch Modifikation anaebrachte 
reaktive Gruppen aebunden sein kSnnen. 



Modifizierte Oberflachen/Elektroden 



Mica 

Au-S-fCHJz-ss-oligo- 
Spacer-UQ(RC) 



AuS-(CHJ 2 -dsoligo- 



Muskovit-Plattchen,' Tragermaterial zum Aufbringen dunner 
Schichten. 

Gold-Film auf Mica rn'rt kovalent aufgebrachter Monolayer aus 
derivatisiertem 12Bp Einzelstrang DNA-Oligonukleotid (Sequenz: 
TAGTCGGAAGCA). Hierbei ist die endstandige Phosphatgruppe 
des Oligonukleotids am 3' Ende mit (HO^CH^-S^ zum P-O- 
(CH^-S-S^CH^-OH verestert, wobei die S-S Bindung 
homolytisch gespalten wird und je eine Au-S-R Bindung bewirkt 
Die endstandige Base Thymin am 5'- Ende des Oligonukleotids ist 
am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH-CH2-CH2-NH 2 
modifiziert, wobei dieser Rest wiederum Qber seine freie 
Aminogruppe durch Amidbildung mit der Carbonsauregruppe 
des modifizierten Ubichinon-50 verbunden ist. Anschlieliend wird 
das UQ mit dem restlichen RC rekonstituiert. 

Au-S-fCH^ssoligoSpacer-UQfRC) hybridisiert mit dem zu ss- 
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Spacer-UQ(RC) 

Au-S-fCH^ss-oligo- 
Spacer-Q-ZnBChl 

Au-S-(CHJ 2 -ds-oligo- 
Spacer-Q-ZnBChl 



oligo (Sequenz: TAGTCGGAAGCA) komplementaren 
Oligonukleotid. 

identlsch zu Au-S-(CH^ 2 -ss-oligoSpacer-UQ(RC) mit der 
Ausnahme, dafi, statt des uber UQ angebundenen RCs, Q- 
ZnBChl als photoinduzierbar redoxaktive Einheit angebunden ist. 

Au-S-fCHJz-ss-oligoSpacer-Q-ZnBChl hybridisiert mit dem zu ss- 
oligo (Sequenz: TAGTCGGAAGCA) komplementaren 
Oligonukleotid. 



Elektrochemie 



E 

/ 

Cyclovoltametrie 



Amperometrie 



Elektrodenpotential, das an der Arbeitselektrode anliegt. 

Potential beim Strom-Maximum der Oxidation einer reversiblen 
Elektrooxidation Oder -reduktion. 

Stromdichte (Strom pro cm 2 Elektrodenoberflache) 

Aufzeichnung einer Strom/Spannungskurve. Hierbei wird das 
'otential einer stationaren Arbeitselektrode ze'rtabhangig linear 
verandert, ausgehend von einem Potential, bei dem keine 
Elektrooxidation Oder -reduktion stattfindet bis zu einem Potential, 
bei dem eine gelfiste oder an die Elektrode adsorbierte Spezies 
oxidiert oder reduziert wird (also Strom flieftt). Nach Durchlaufen 
des Oxidations- bzw. Reduktionsvorgangs, der in der Strom/ 
Spannungskurve einen zunachst ansteigenden Strom und nach 
Erreichen eines Maximums einen allmahlich abfallenden Strom 
erzeugt, wiixi die Richtung des Potentialvorschubs umgekehrt. Im 
RQcklauf wird dann das Verhalten der Produkte der 
Elektrooxidation oder -reduktion aufgezeichnet. 
Aufeeichnung einer Strom/Zeitkurve. Hierbei wird das Potential 
einer stationaren Arbeitselektrode z. B. durch einen 
Potentialsprung auf ein Potential gesetzt, bei dem die 
Elektrooxidation oder -reduktion einer gelSsten oder adsorbierten 
Spezies stattfindet und der flieftende Strom wird in Abhangigkeit 
, von der Zeit aufgezeichnet 
Die voriiegende Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-Oligomer, das durch chemische 
Bindung einer redoxaktiven Einheit modifiziert ist. Die redoxaktive Einhe.t ist 
entweder eine photoinduzierbar redoxaktive Einheit oder eine chemisch induzierbar 
redoxaktive Einheit. Die photoinduzierbar redoxaktive Einheit kann nach 
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photoinduzierter Abgabe eines Elektrons an ein externes Oxidationsmittels, z. B. 
einer Elektrode, oder Aufnahme eines Elektrons von einem externen 
Reduktionsmittel, z. B. einer Elektrode, durch eine freie redoxaktive Substanz re- 
reduziert bzw. re-oxidiert, also in seinen ursprfinglichen Zustand zuruckversetzt 
werden. Die chemisch induziert redoxaktive Einheit kann nach Abgabe eines 
Elektrons an ein externes Oxidationsmittels von einem externen Reduktionsmittel, z. 
B. einer Elektrode, reduziert oder nach Aufnahme eines Elektrons von einem 
externen Reduktionsmittel durch ein externes Oxidationsmittel, z. B. einer Elektrode, 
oxidiert werden. 

Als Nukleinsaure-Oligomer wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine 
Verbindung aus wenigstens zwei kovalent verbundenen Nukleotiden oder aus 
wenigstens zwei kovalent verbundenen Pyrimidin- (z. B. Cytosin, Thymin oder Uracil) 
oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder Guanin), bevorzugt ein DNA-, RNA- oder PNA- 
Fragment, verwendet. In der vorliegenden Erfindung bezieht sich der Begriff 
Nukleinsaure auf ein beliebiges "RQckgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder 
Purin-Basen, wie z. B. auf das Zucker-Phosphat Ruckgrat der DNA, cDNA oder 
RNA, auf ein Peptid-RQckgrat der PNA oder auf analoge RQckgrat-Strukturen, wie z. 
B. ein Thio-Phosphat-, ein Dithio-Phosphat- oder ein Phosphoramid-RQckgrat. 
Wesentliches Merkmal einer NukleinsSure im Sinne der vorliegenden Erfindung ist, 
dali sie natfiriich vorkommende cDNA oder RNA sequenzspezifisch binden kann. 
Alternativ zu dem Begrfff "Nukleinsaure-Oligomer" werden die Begriffe "(Sonden-) 
Oligonukleotid", "Nukleinsaure" oder "Oligomer 41 venvendet. 

Der Begriff "Elektron-Akzeptor" bzw. "Elektron-Akzeptor-Molekul" und der Begriff "Elektron- 
Donor" bzw. "Elektron-Donor-MolekQI" bezeichnet im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
einen Bestandteil einer redoxaktiven Einheit 

Unter einer "redoxaktiven Einheit" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung jede 
Einheit verstanden, die einen oder mehrere Elektron-Donor-Molekule und einen oder 
mehrere Elektron-Akzeptor-MolekQIe enthalt. Die Elektron-Donor-MolekQI(e) oder - 
Molekulteil(e) und Elektron-Akzeptor-Molekul(e) oder -MolekQlteil(e) dieser 
redoxaktiven Einheit konnen untereinander durch eine oder mehrere kovalente oder 
ionische Bindungen, durch Wasserstoff-Briicken-Bindungen, van-der-Waals- 
Brficken, durch Tt-Ti-Wechselwirkung oder durch Koordination mittels Elektronenpaar- 
Donation und -Akzeptation miteinander verbunden sein, wobei kovalente Bindungen 
direkte oder indirekte (z. B. Qber einen Spacer, nicht aber Ober ein Nukleinsaure- 
Oligomer) Bindungen sein kftnnen. Aulierdem kSnnen die Elektron-Donor-MolekQI(e) 
und/oder Elektron-Akzeptor-MolekQI(e) in ein oder mehrere Makromolektil(e) 
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eingebunden sein, wobei diese Einbindung durch Einkapseln in passende 
molekulare Kavitaten (Bindungstaschen) des Makromolekuls (der Makromolekiile). 
durch Wasserstoff-BrQcken-Bindungen, van-der-Waals-BrQcken, n-n- 
Wechselwirkung oder durch Koordination mittels Elektronenpaar-Donation und - 
Akzeptation zwischen dem(n) MakromolekQI(en) und dem(n) Elektron-Donor- 
Molekul(en) und/oder dem(n) Elektron-Akzeptor-MolekQI(en) erfolgt. In diesem Fall 
bilden also die Makromolekul(e) und die Elektron-Donor-MolekQI(e) und die Elektron- 
Akzeptor-Molekiil(e) die redoxaktive Einheit. Sind mehrere Makromolekule 
Bestandteil der redoxaktiven Einheit kann die Bindung der Makromolekule 
untereinander ebenfalls kovalent, ionisch, durch Wasserstoff-BrOcken-Bindungen, 
van-der-Waals-Brucken, n-Ti-Wechselwirkung oder durch Koordination mittels 
Elektronenpaar-Donation und -Akzeptation erfolgen. 

Die angesprochenen Donor- und Akzeptor-Molektile bilden erfindungsgemali eine 
redoxaktive Einheit, d. h. sie sind direkt oder iiber weitere MolekOlteile aneinander 
gebunden. Einzige erfindungsgemafle Einschrankung der die Bestandteile der 
redoxaktiyen Einheit verbindenden Molekule oder MolekOlteile ist der Ausschluft von 
Nukleinsaure-Oligomeren. GemaB der vorliegenden Erfindung ist die redoxaktive 
Einheit als eine komplette Einheit an das Sonden-Oligonukleotid gebunden, wobei 
natilriich mehrere chemische Bindungen zwischen Oligonukleotid und der 
redoxaktiven Einheit ausgebildet werden kOnnen. Durch den AusschluR von 
Nukleinsaure-Oligomeren als die die Bestandteile der redoxaktiven Einheit 
verbindenden Molekule oder MolekUlteile soil verdeutlicht werden, dali nicht einzelne 
Teile der redoxaktiven Einheit an verschiedenen Stellen des Sonden-Oligonukleotids 
angebunden sind. Das Sonden-Oligonukleotid stellt also explizit nicht die Verbindung 
zwischen den Elektron-Donor-MolekOI(en) oder -MolekOlteil(en) und den Elektron- 
Akzeptor-MolekOI(en) oder -MolekQlteil(en) der redoxaktiven Einheit dar. 

Die redoxaktive Einheit ist entweder eine photoinduzierbar redoxaktive Einheit oder 
eine chemisch induzierbar redoxaktive Einheit. 

"Photoinduzierbar heiftt im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dafi die 
Redoxaktivitat der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit, also deren Eigenschaft 
unter bestimmten aufceren Umstanden an ein geeignetes Oxidationsmittel 
Elektronen abzugeben oder von einem geeigneten Reduktionsmittel Elektronen 
aufzunehmen, erst durch Einstrahlen von Licht bestimmter oder beliebiger 
Wellenlange entfaltet wird. Durch Einstrahlung von Licht bestimmter oder beliebiger 
Wellenlange gibt der Elektron-Donor "D" an einen der Elektron-Akzeptoren "A" ein 
Elektron ab und es bildet sich, zumindest temporar, ein ladungsgetrennter Zustand 
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D + A" aus oxidiertem Donor und reduziertem Akzeptor. Dieser Vorgang innerhalb der 
photoinduzierbar redpxaktiven Einheit wird als photoinduzierte Ladungstrennung 
bezeichnet. Bei entsprechend gewahlten aulieren Umstanden entfaltet die 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat erst im ladungsgetrennten 
Zustand, da das Reduktionsmittel (bzw. das Oxidationsmittel) nur auf den oxidierten 
Donor (bzw. vom reduzierten Akzeptor) der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 
Elektronen Qbertragen kann (bzw. aufnehmen kann), z. B. in Gegenwart eines 
pxidationsmittels, das A - , jedoch nicht A, oxidieren kann (bzw. in Gegenwart eines 
Reduktionsmittels, das D + , jedoch nicht D, reduzieren kann). 

Insbesondere kann das angesprochene Oxidations- bzw. Reduktionsmittel eine 
Elektrode sein, wobei die photoinduzierbar redoxaktive Einheit erst nach der 
photoinduzierten Ladungstrennung ein Elektron an die Elektrode abgeben (bzw. von 
dieser aufnehmen) kann, z. B. wenn die Elektrode auf ein Potential gesetzt wird, bei dem 
A", jedoch nicht A, oxidiert (bzw. D + , jedoch nicht D, reduziert) wird. Daneben kann 
das Oxidations- bzw. Reduktionsmittel eine freie, redoxaktive Substanz sein, wobei 
die photoinduzierbar redoxaktive Einheit erst nach der photoinduzierten 
Ladungstrennung ein Elektron an die freie, redoxaktive Substanz abgeben (bzw. von 
dieser aufnehmen) kann, z. B. wenn die freie redoxaktive Substanz A", jedoch nicht 
A, oxidiert (bzw. D\ jedoch nicht D, reduziert). 

"Chemisch induzierbar" heillt im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dali die 
Redoxaktivitat der chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit eine redoxaktive 
Einheit verstanden, also deren Eigenschaft unter bestimmten aufieren Umstanden 
an ein geeignetes Oxidationsmittel Elektronen abzugeben (bzw. von einem 
geeigneten Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen), erst nach Reduktion (bzw. 
nach Oxidation) durch ein externes Reduktionsmittel (bzw. Oxidatinsmittel) entfaltet 
Wird. Die chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit entspricht in Zusammensetzung 
und Funktionsweise einer photoinduzierbar redoxaktive Einheit, wobei aber im 
Unterschied zur Funktionsweise einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 
Photoaktivierung als auBerer Umstand zur Entfaltung der Redoxaktivitat der redoxaktive 
Einheit ausgeschlossen ist. Bei entsprechend gewahlten aulieren Umstanden entfaltet 
die chemisch induzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat, also ihre 
Eigenschaft, z. B. an ein geeignetes Oxidationsmittel Elektronen abzugeben, erst 
nach Ubertragung eines Elektrons von einem Reduktionsmittel auf den/einen 
Elektron-Donor "D": Nur im reduzierten Zustand "D - " kann der Elektron-Donor ein 
Elektron auf den Akzeptor "A" Qbertragen und das Oxidationsmittel kann nur von 
diesem reduzierten Akzeptor "A"" der redoxaktiven Einheit Elektronen aufnehmen, 
z.B. in Gegenwart eines Oxidationsmittels das A - , jedoch nicht A, oxidieren kann 
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(sukzessive LadungsQbertragung). Insbesondere kann das besagte Oxidationsmittel 
auch eine Elektrode sein, z. B. wenn die Elektrode auf ein Potential gesetzt wird, bei 
dem A", jedoch nicht A, oxidiert wird. Umgekehrt kann - bei abweichend gewahlten 
aulieren Umstanden - die chemisch induzierbar redoxaktive Einheit ihre 
Redoxaktivitat, also z. B. ihre Eigenschaft von einem geeigneten Reduktionsmittel 
Elektronen aufzunehmen, erst nach Ubertragung eines Elektrons von einem 
Elektron-Akzeptor "A" auf ein Oxidationsmittel entfalten: Nur im oxidierten Zustand 
"A* " kann der Elektron-Akzeptor ein Elektron vom Donor D aufnehmen und das 
Reduktionsmittel kann nur auf den oxidierten Donor "D + " der redoxaktiven Einheit 
Elektronen Qbertragen, z. B. in Gegenwart eines Reduktionsmittels, das D\ jedoch 
nicht D, reduzieren kann (sukzessive Ladungsubertragung). Insbesondere kann das 
besagte Reduktionsmittel auch eine Elektrode sein, z. B. wenn die Elektrode auf ein 
Potential gesetzt wird, bei dem D*, jedoch nicht D, reduziert wird. 

Wesentliche Merkmale der photoinduzierbar oder chemisch induzierbar redoxaktiven 
Einheit sind neben der Zusammensetzung aus Elektron-Donor(en) und Elektron- 
Akzeptbr(en) oder aus Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) und 
Makromolekul(en): (i) die Einheit ist in den erfindungsrelevanten Erscheinungsformen 
(Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) im ursprunglichen bzw. oxidierten 
oder reduzierten Zustand) stabil und dissoziiert nicht in ihre Bestandteile, (ii) die 
Einheit enthalt keine Nukleinsaure, (Hi) die Zusammensetzung der Einheit aus 
Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) oder aus Elektron-Donor(en) und 
Elektron-Akzeptor(en) und MakromolekQI(en) kann - unabhangig von der Bindung 
zwischen den Bestandteiien - vom Fachmann erkannt werden, da Elektrbn- 
Donor(en) und Akzeptor(en) prinzipiell auch als EinzelmolekOle vorkommen konnen 
und (iv) Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) der redoxaktiven Einheit 
wirken unter gleichen oder ahnlichen auBeren Umstanden wie in ihrer 
erfindungsrelevanten Erscheinung als Bestandteile der redoxaktiven Einheit auch als 
EinzelmolekOle in Losung als Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en), d. h. 
auch bei freien geldsten Elektron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) kann 
unmittelbar oder nach Einwiii^ung bestimmter aufterer Umstande. entsprechend den 
Umstanden die innerhalb der redoxaktiven Einheit zu einem Elektrontransfer fQhren, ein 
Elektron vom (von den) geldsten Elektron-Donor(en) auf den (die) gelbsten Elektron- 
Akzeptor(en) Qbertragen wecxien. Wie fOrdie Elekron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) 
der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit kann ein solcher aulierer Umstand fur die freien, 
. geldsten Elekron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) die Lichtabsorption durch den (die) 
freien. gelSsten Elektron-Donor(en) oder -Akzeptor(en) sein, wobei der (ein) Elektron- 
Donor "D" an den (einen) Elektron-Akzeptor "A" ein Elektron abgibt und, zumindest 
temporar, ein ladungsgetrennter Zustand D*A" aus einem freien, gelosten oxidierten 
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Donor und einem freien gelGsten, reduzierten Akzeptor gebildet wird. Ein weiterer 
solcher aulierer Umstand kann - wie fur die Elekron-Donor(en) und Elektron-Akzeptor(en) 
der chemisch induzierbar redoxakbven Einheit - die Clbertragung eines Elektrons auf den 
freien, gelosten Elektron-Donor durch ein Reduktionsmittel bzw. die Abgabe eines 
Elektrons durch den freien, gelosten Elektron-Akzeptor an ein Oxidationsmittel sein. 

Die photoinduzierbar redoxaktive Einheit kann z. B. jedes beliebige photoinduzierbar 
redoxaktive Protein/Enzym oder jeder beliebige photoinduzierbar redoxaktive, 
verknupfte, wenigstens bimolekulare Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplex 
sein. Im Ausdruck "photoinduzierbar redoxaktiver, verknupfter, wenigstens 
bimolekularer Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplex" steht der Begriff 
"wenigstens bimolekular" dafur, daft der Komplex aus wenigstens einem Elektron- 
Donor und wenigstens einem Elektron-Akzeptor aufgebaut ist, auch wenn dieser 
Donor und dieser Akzeptor direkt (oder indirekt uber einen Spacer) kovalent 
verbunden sind. Durch Einstrahlung von Licht bestimmter oder beliebiger 
Wellenlange gibt der/ein Elektron-Donor an einen der Elektron-Akzeptoren ein 
Elektron ab und es bildet sich, zumindest temporar, ein ladungsgetrennter Zustand 
D*A" aus einem oxidierten Donor und einem reduzierten Akzeptor. Dieser Vorgang 
innerhalb der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit wird als photoinduzierte 
Ladungstrennung bezeichnet. Bei entsprechend gewahlten aufteren Umstanden 
entfaltet die photoinduzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat, also ihre 
Eigenschaft, an einen geeignetes Oxidationsmittel Elektronen abzugeben oder von 
einem geeigneten, Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen, erst im 
ladungsgetrennten Zustand, da das Reduktionsmittel (bzw. Oxidationsmittel) nur auf 
den oxidierten Donor (bzw. vom reduzierten Akzeptor) der photoinduzierbar 
redoxaktiven Einheit Elektronen Ubertragt (bzw. aufnimmt), z. B. in Gegenwart eines 
Reduktionsmittets, das D + , jedoch nicht D, reduziert kann (bzw. in Gegenwart eines 
Oxidationsmittels das A", jedoch nicht A, oxidieren kann). Insbesondere kann dieses 
Oxidations- bzw. Reduktionsmittel auch eine Elektrode sein, wobei die 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit erst nach der photoinduzierten 
Ladungstrennung ein Elektron an eine Elektrode abgeben (bzw. von dieser 
aufnehmen), z. B. wenn die Elektrode auf ein Potential gesetzt wird, bei dem A", 
jedoch nicht A, oxidiert (bzw. D*. jedoch nicht D, reduziert) wird. 

Die chemisch induzierbar redoxaktive Einheit kann z. B. jedes beliebige chemisch 
induzierbar redoxaktive Protein/Enzym oder jeder beliebige chemisch induzierbar 
redoxaktive, verknupfte, wenigstens bimolekulare Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor- 
Komplex sein. Im Ausdruck "chemisch induzierbar redoxaktiver, verknupfter, 
wenigstens bimolekularer Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplex" steht der 
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Begriff "wenigstens bimolekular" dafur, daR der Komplex aus wenigstens einem 
Elektron-Donor und wenigstens einem Elektron-Akzeptor aufgebaut ist, auch wenn 
dieser Donor und dieser Akzeptor direkt (oder indirekt Qber einen Spacer) kovalent 
verbunden sind. Bei entsprechend gewahlten aulieren Umstanden entfaltet die 
chemisch induzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat, also deren Eigenschaft 
unter bestimmten aufteren Umstanden an ein geeignetes Oxidationsmittel 
Elektronen abzugeben (bzw. von einem geeigneten Reduktionsmittel Elektronen 
aufeunehmen), erst nach Reduktion (bzw. nach Oxidation) durch ein externes 
Reduktionsmittel (bzw. Oxidationsmittel). Erst nach Obertragung eines Elektrons von 
einem Reduktionsmittel auf den/einen Elektron-Donor "D M kann der dann reduzierte 
Donor "D" " ein Elektron auf den Akzeptor "A" ubertragen und das Oxidationsmittel 
kann nur von diesem reduzierten Akzeptor "A~" der redoxaktiven Einheit Elektronen 
aufnehmen. Insbesondere kann das angesprochene Oxidationsmittel auch eine 
Elektrode sein, z. B. wenn die Elektrode auf ein Potential gesetzt wird, bei dem A", 
jedoch nicht A, oxidiert wird. Umgekehrt kann - bei abweichend gewShlten aufieren 
Umstanden - der Elektron-Akzeptor der chemisch induzierbar redoxaktive Einheit 
erst nach Obertragung eines Elektrons vom Akzeptor "A" auf ein externes 
Oxidationsmittel in seinem dann oxidierten Zustand "A + " ein Elektron vom Donor D 
aufnehmen und das Reduktionsmittel nur auf den oxidierten Donor "D + 11 der 
redoxaktiven Einheit Elektronen ubertragen. Insbesondere kann das angesprochene 
Reduktionsmittel auch eine Elektrode sein, z. B. wenn die Elektrode auf ein Potential 
gesetzt wird, bei dem D\ jedoch nicht D, reduziert wird. 

Mit dem Begriff "Oxidationsmittel" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine 
chemische Verbindung (chemische Substanz) bezeichnet, die durch Aufnahme von 
Elektronen aus einer anderen chemischen Verbindung (chemische Substanz, Elektron- 
Donor, Elektron-Akzeptor) diese andere chemische Verbindung (chemischen Substanz, 
Elektron-Donor, Elektron-Akzeptor) oxidiert. Das Oxidationsmittel verhalt sich analog zu 
einem Elektron-Akzeptor, wird aber im Rahmen der vorliegenden Erfindung als Begriff fur 
einen extemen, nicht zur redoxaktiven Einheit gehorigen Elektron-Akzeptor verwendet. 
"Nicht unmittelbar" bedeutet in diesem Zusammenhang, da(i das Oxidationsmittel 
entweder eine freie redoxaktive Substanz ist, die nicht an das Nukleinsaure-Oligomer 
gebunden ist, aber mit diesem in Kontakt steht oder dafi das Oxidationsmittel kovalent an 
das Nukleinsaure-Oligomer angebunden ist, jedoch an einer Stelle des Nukleinsaure- 
Oligomers, die mindestens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder wenigstens 
zwei kovalent verbundene Pyrimidin- oder Purin-Basen von der kovalenten 
Anbindungstelle der redoxaktiven Einheit entfemt ist Insbesondere kann die Elektrode das 
Oxidationsmittel darstelten. 
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Mit dem Begriff "Redukttonsmitter wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine 
chemische Verbindung (chemische Substanz) bezeichnet, die durch Abgabe von 
Elektronen an eine andere chemische Verbindung (chemische Substanz, Elektron-Donor, 
Elektroh-Akzeptor) diese andere chemische Verbindung (chemische Substanz, Elektron- 
Donor, Elektron-Akzeptor) reduziert. Das Reduktionsmittel verhalt sich analog zu einem 
Elektron-Donor, wird aber im Rahmen der vorliegenden Erfindung als Begriff fur einen 
extemen, nicht unmittelbar zur redoxaktiven Einheit gehSrigen Elektron-Donor verwendet. 
"Nicht unmittelbar" bedeutet in diesem Zusammenhang, dali das Reduktionsmittel 
entweder eine freie redoxaktive Substanz ist, die nicht an das Nukleinsaure-Oligomer 
gebunden ist, aber mit diesem in Kontakt steht oder daB das Reduktionsmittel kovalent ah 
das Nukleinsaure-Oligomer angebunden ist, jedoch an einer Stelle des Nukleinsaure- 
Oligomers, die mindestens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder wenigstens 
zwei kovalent verbundene Pyrimidin- oder Purin-Basen von der kovalenten 
Anbindungstelle der redoxaktiven Einheit entfemt ist. Insbesondere kann die Elektrode das 
Reduktionsmittel darstellen. 

Mit dem Begriff "freie redoxaktive Substanz" wird im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ein freies, nicht kovalent mit der redoxaktiven Einhei t. dem Nukleinsaure- 
Oligomer oder der leitfahiqen Oberflache verbunde nes. aber mit diesen, z. B. uber die der 
modtfizierten leitfahiqen Oberflache zugefugte Losuna . in Kontakt stehen des Oxidations- 
oder Reduktionsmittel bezeichnet, wobei die freie redoxaktive Substanz z. B. ein 
ungeladenes Molekul, eine beliebiges Salz oder ein redoxaktives Protein oder 
Enzym (Oxydoreductase) sein kann. Die freie redoxaktive Substanz ist dadurch 
gekennzeichnet, daB sie den oxidierten Donor (bzw. den reduzierten Akzeptor) der 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit re-reduzieren (bzw. re-oxidieren) kann bzw. dali 
die freie, redoxaktive Substanz den Donor (bzw. den Akzeptor) der chemlsch 
induzierbar redoxaktiven Einheit reduzieren (bzw. oxidieren) kann. Desweiteren ist 
die freie redoxaktive Substanz dadurch gekennzeichnet, dad sie bei einem Potential 
<p oxidierbar und reduzierbar ist, wobei 9 der Bedingung 2,0 V > 9 > - 2,0 V genugt. 
Das Potential bezieht sich hierbei auf das freie redoxaktive Molekul in einem geeigneten 
Losungsm'ittel, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung ist der Potentialbereich 1,7V>(p>-1.7V bevorzugt, wobei der 
Bereich 1 ,4 V > <p ^ - 1 ,2 V besonders bevorzugt ist.und der Bereich 0,9 V £ 9 > - 0,7 V, 
in dem die redoxaktiven Substanzen der Anwendungsbeispiele oxidiert (bzw. reduziert) 
werden, ganz besonders bevorzugt ist. 

Das modrfizierte Nukleinsaure-Oligomer ist direkt oder indirekt (Qber einen Spacer) 
an eine leltfahige Oberflache gebunden. Unter dem Begriff "leitfahige Oberflache" 
wird jede elektrisch leitfahige Oberflache beliebiger Dicke verstanden, insbesondere 
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metallische Oberfiachen, Oberfiachen aus Metallegierungen oder dotierte oder nicht 
dotierte Halbleiteroberflachen, wobei samtliche Halbleiter als Reinsubstanzen oder 
als Gemische Verwendung finden kQnnen. Die leitfahige Oberflache kann im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung alleine oder auf einem beliebigen 
Tragermaterial, wie z. B. Glas, aufgebracht vorliegen. Im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung wird der Begriff "Elektrode" alternativ zu "leitfahige Oberflache" gebraucht. 

Unter dem Begriff "modifizierte leitfahige Oberflache" wird eine leitfahige Oberflache 
verstanden, die durch Anbindung eines mit einer redoxaktiven Einheit modifizierten 
Nukleinsaure-Oligomers modifiziert ist. 

Gemali eines weiteren Aspekts betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren, das 
die elektrochemische Detektion molekularer Strukturen, insbesondere die 
elektrochemische Detektion von DNA-/RNA-/PNA-Fragmenten in einer Probenl&sung 
durch sequenzspezifische Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierung ermoglicht. Die 
Detektion der Hybridisierungsereignisse durch elektrische Signale ist eine einfache 
und kostengOnstige Methode und ermoglicht in einer batteriebetriebenen Variante 
den Einsatz vor Ort. 

AuRerdem stellt die vorliegende Erfindung ein photoadressierbares Ausleseverfahren 
zur Detektion molekularer Strukturen zur Verfugung, unter anderem zur Detektion 
von Hybridisierungsereignissen auf einem Oligomer-Chip durch z. B. elektrische 
Signale. Erfindungsgemali wird unter photoadressierbarem (Oligomer-Chip-) 
Ausleseverfahren ein Verfahren verstanden, bei dem die Detektion molekularer 
Strukturen auf ein bestimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site-Gruppe 
innerhalb des Gesamtsystems (des kompletten Oligomer-Chips) begrenzt wird, 
indem Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange zur Induktion der Redoxaktivitat 
der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit raumlich* auf diese Test-Site (-Gruppe) 
fokussiert (begrenzt) wird. 



Bindung einer redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer 

Voraussetzung fur das erfindungsgemaGe Verfahren ist die Bindung einer 
photoinduzierbar redoxaktiven Einheit bzw. einer chemisch induzierbar redoxaktiven 
Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer. 

Als Beispiele einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit seien genannt: 
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(i) das photosynthetische bakterielle Reaktionszentrum (RC), wie z. B. das RC von 
Rhodobacter sphaeroides mit der schematischen Struktur 1, das RC anderer 
photosynthetischer Bakterien, wie z. B. das Reaktionszentrum von 
Rhodopseudomonas viridis Oder von Rhodobacter capsulatus, oder ein 
Reaktionszentrum der Photosynthese betreibenden Pflanzen, wie z. B das 
Photosystem 1 oder das Photosystem 2, als Beispiele fur ein photoinduzierbar 
redoxaktives Protein/Enzym. 

(ii) Cyclophane, also verbruckte Porphyrin-Chinon-Systeme, der allgemeinen Struktur 
2 als Beispiel fur einen photoinduzierbar redoxaktiven, verknupften, wenigstens 
bimolekularen Elektron-Donor/Elektron-Akzeptor-Kbmplex. Die beiden Spacer- 
verbruckten, kovalenten Verbindungen ("- - Spacer - in Struktur 2) zwischen dem 
Elektron-Akzeptor (1 ,4-Benzochinon in der Struktur 2) und dem Elekron-Donor 
(Metallo-Porphyrin in der Struktur 2) k6nnen an beliebigen Stellen des Elektron- 
Donors und/oder Elektron-Akzeptors angebracht sein. Neben den in der Struktur 2 
gezeigten Elektron-Akzeptoren k5nnen auch Flavine der allgemeinen Formel i, 
Nicotinsaureamide der allgemeinen Formel 2 oder andere Chinone, z. B. solche der 
allgemeinen Formeln 3-8 oder organische bzw. anorganische Elektron-Akzeptoren 
und aulierdem neben den (Metallo-) Porphyrinen der allgemeinen Formel 9 andere 
Elektron-Donoren, wie z. B. (Metallo-)Chlorophylle der allgemeinen Formel 10 oder 
(Metallo-) Bakteriochlorophylle der allgemeinen Formel 1 1 oder andere organische 
bzw. anorganische Elektron-Donoren verwendet werden. Daneben k6nnen auch 
einfach kovalent (Spacer-)verbrQckte Elektron-Donor/Elektron-Akzeptor-Komplexe 
wie z. B. kovalente Verbindungen einer Substanz gemali Formel 9 und einer der 
Substanzen gemafc einer der Formeln 1 - 8, kovalente Verbindungen einer Substanz 
gemali Formel 10 und einer der Substanzen gemaR einer der Formeln 1-8 oder 
kovalente Verbindungen einer Substanz gemaB Formel 1 1 und einer der Substanzen 
gemafc einer der Formeln 1 - 8 als photoinduzierbar redoxaktive, verknOpfte, 
wenigstens bimoiekulare Elektron-Donor/Elektron-Akzeptor-Komplexe verwendet 
werden. 

(iii) photoinduzierbar redoxaktive, verknQpfte, wenigstens bimolekularen Elektron- 
Donor/Elektron-Akzeptor-Komplexe bei denen (einer) der Elektron-Donor(en) 
und/oder (einer) der Elektron-Akzeptor(en) ein Charge-Transfer-Komplex oder 
Obergangsmetall-Komplex ist. Beispiele fur Obergangsmetall-Komplexe sind 
rRu(bipy) 2 (py)(im)r, beliebige andere [Ru(ll)(L1)(L2)(L3)(L4)(L5)(L6)]-Komplexe, 
Cr(lll)-, Fe(llh Os(\\y, oder Co(ll)-Komplexe, wobei u bipy u fur einen Bispyridyl- 
Liganden, "py M fOr einen Pyridyl-Liganden. "im" fur einen Immidazol-Liganden und L1 
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bis L3 far einen beliebigen Liganden steht und auch mehr oder weniger als 6 
Liganden an ein Gbergangsmetall koordinieren kSnnen. 

Beispiele einer chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit sind der Cytochrom-bc 
Komplex oder der Cytochrom c 2 Komplex der Photosynthese betreibenden Bakterien 
(Komplex aus Proteinmatrix und vier eingebetteten Fe-Porphyrin Cofaktoren als 
Elektron-Donoren und/oder Elektron-Akzeptoren) als Beispiele fur ein chemisch 
induzierbar redoxaktives Protein/Enzym oder, wie unter (ii) und (iii) aufgelistet, 
geeignet zusammengesetzte Cyclophane bzw. analoge Verbindungen als Beispiele 
filr einen chemisch induzierbar redoxaktiven, verkntipften, wenigstens bimolekularen 
Elektron-Donor/Elektron-Akzeptor-Komplex. 
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Struktur 1: Reaktionszentrum bestehend aus den Cofaktoren P (primarer Donor, ein 
Bakteriochlorophyll Dirtier), B A und B B (Bakteriochlorophyll Monomere), H A und H B 
(Bakteriopheophytine), Q A und Q B (Ubichinon-50) und den Proteinuntereinheiten L, 
M, und H (nicht gezeigt), die die Cofaktoren einhullen. 




Struktur 2: ein Cyclophan; M = z. B. 2H, Mg, Zn, Cu, Ni, Pd, Co, Cd, Mn, Fe, Sn, Pt 
etc.; R, bis R 8 , oder Spacer sind unabhangig voneinander beliebige Alkyl-, Alkenyl-, 
Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder Heteroalkinyl-Siibstituenten. 
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Formal 5 Formel 6 




Formel 7 Formel 8 

R, bis Re sind unabhangig voneinander H oder beliebige Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, 
Heteroalkyl-. Heteroalkenyl- oder Heteroalkinyl-Substituenten. 
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Formel 9 Formel 10 



R» H 




Formel 1 1 

M = 2H, Mg, Zn, Cu, Ni, Pd, Co, Cd, Mn, Fe, Sn, Pt etc.; R, bis R 12 sind unabhangig 
voneinander H oder beliebige Alkyl- Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 
Heteroalkinyl-Substituenten. 
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Daneben zeichnet sich die redoxaktive Einheit erfindungsgemaR dadurch aus, dali 
besagte Einheit an ein ebenfalls kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer 
angebundenes Oxidationsmittel Elektronen abgibt bzw. von einen anderen ebenfalls 
kovalent an das Oligonukleotid angebundenen Reduktionsmittel Elektronen 
aufnimmt, wobei dieses Oxidations- oder Reduktionsmittel insbesondere eine 
elektrisch leitfahige Oberflache (Elektrode) sein kann und die redoxaktive Einheit 
durch Anlegen einer auReren Spannung an dieser Elektrode im elektrochemisch 
zuganglichen Potentialbereich der Elektrode elektrooxidiert/-reduziert werden kann. 

Die redoxaktive Substanz zeichnet sich erfindungsgemafc dadurch aus, dali sie die 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit, nach deren Elektron-Abgabe an ein anderes, 
von der redoxaktiven Substanz verschiedenes, kovalent an das Oligonukleotid 
angebundenes Oxidationsmittel re-reduzieren kann (bzw. nach deren Elektron- 
Aufnahme von einem anderen, von der redoxaktiven Substanz verschiedenen, 
kovalent an das Oligonukleotid angebundenen Reduktionsmittel re-oxidieren kann). 
bzw. daR die freie, redoxaktive Substanz den Donor (bzw. den Akzeptor) der 
chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit reduzieren (bzw. oxidieren) kann. 
ErfindungsgemaB kann dazu jede redoxaktive Substanz verwendet werden, solange 
sie bei einem Potential <p, das der Bedingung 2,0 V £ <p >: - 2,0 V genOgt, oxidierbar 
und reduzierbar ist und das Potential geeignet ist, besagte photoinduzierbar 
redoxaktive Einheit nach deren Elektron-Abgabe an ein anderes, ebenfalls kovalent 
an das Nukleinsaure-Oligomer angebundenes Oxidationsmittel zu re-reduzieren 
(bzw. nach deren Aufnahme eines Elektrons von einen anderen, ebenfalls kovalent 
an das Nukleinsaure-Oligomer angebundenen Reduktionsmittel zu re-oxidieren) oder 
besagte chemisch induzierbar redoxaktive Einheit zu reduzieren bzw. zu oxidieren. 
Das Potential bezieht sich hierbei auf die freie, unmodifizierte, redoxaktive Substanz 
in einem geeigneten LSsungsmittel, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode. 
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist der Potentialbereich 1,7 V > <p £ - 1.7 V 
bevorzugt, wobei der Bereich 1,4 V £ <p ^ - 1,2 V besonders bevorzugt ist und der 
Bereich 0,9 V ^ <p ^ - 0,7 V, in dem die redoxaktiven Substanzen des 
Anwendungsbeispiels oxidiert (und rereduziert) werden. ganz besonders bevorzugt 
ist Geeignet sind, neben den iiblichen organischen und anorganischen redoxaktiven 
Molekulen wie z. B. Hexacyanoferraten. Ferrocenen. Cobaltocenen und Ch.nonen, 
vor allem die Ascorbinsaure (oder das Na + Salz davon), [R^NH^ + . oder 
Cytochrom c 2 (cyt cj* ein frei bewegliches eisenhaltiges Protein, das den ox.d.erten 
primaren Donor P + in RC von Rhodobacter sphaeroides zu P reduziert und dabe. 
selbstzu (cyt c 2 ) 3+ oxidiert wird. 
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In einer bevorzugten AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung ist der photo- Oder 
chemisch induzterbar redoxaktive, verknQpfte, wenigstens bimoiekularen Elektron- 
Donor/Elektron-Akzeptor-Komplex dergestalt in ein oder mehrere Makromolekule 
eingebettet, da(J das Makromolekul als elektrisch isolierende EinhUIIende des 
redoxaktiven, verknupften, wenigstens bimoiekularen Elektron-Donor/Elektron- 
Akzeptor-Komplexes wirkt, indem er die direkte ElektrooxidationAreduktion des 
redoxaktiven, verknupften, wenigstens bimoiekularen Elektron-Donor/EIektron- 
Akzeptor-Komplexes an der Elektrode , z. B. bei direktem Kontakt zwischen 
Elektrode und redoxaktivem, verknupften, wenigstens bimoiekularen Elektron- 
Donor/Elektron-Akzeptor-Komplex, verhindert, die indirekte, Qber doppelstrangiges 
Nukleinsaure-OIigomer vermittelte Elektrooxidation/-reduktion des Elektron- 
Donor/Elektron-Akzeptor-Komplexes aber erlaubt. Ein solchen Makromolekul kann z. 
B. ein mafigeschneidertes Cyclodextrin sein. das durch seine Form eines 
abgeschnittenen, innen hohlen Kegels ein Cyclophan oder ahnliche Elektron- 
Donor/Elektron-Akzeptor-Komplex ummantelt. 

Erfindungsgemafi wird eine redoxaktive Einheit an ein Nukleinsaure-OIigomer 
kovalent durch die Reaktion des Nukleinsaure-Oligomers mit der redoxaktiven 
Einheit oder Teilen davon (siehe auch Abschnitt "Wege zur Ausfuhrung der 
Erfindung") gebunden. Diese Bindung kann auf vier verschiedene Arten durchgefQhrt 
werden: 

a) Als reaktive Gruppe zur Bindungsbildung am Nukleinsaure-OIigomer wird eine 
freie Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy- f Carbonsaure- oder Amin-Gruppe des 
Oligonukleotid-RQckgrats, insbesondere eine Gruppe an einem der beiden Enden 
des Oligonukleotid-RQckgrats, verwendet. Die freien, endstandigen Phosphorsaure-, 
Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen eine erhdhte 
Reaktivitat auf und gehen daher leicht typische Reaktionen wie z. B. Amidbildung mit 
(primaren oder sekundaren) Aminogruppen bzw. mit Sauregruppen, Esterbildung mit 
(primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkoholen bzw. mit Sauregruppen, 
Thioesterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Thio-Alkoholen bzw. mit 
Sauregruppen oder die Kondensation von Amin und Aldehyd mit anschlieliender 
Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung ein. Die zur 
kovalenten Anbindung der redoxaktiven Einheit notige Kopplungsgruppe (Saure-, 
Amin-, Alkohol-, Thioalkohol- oder Aldehydfunktion) ist entweder naturlicherweise an 
der redoxaktiven Einheit vorhanden oder wird durch chemische Modifikation der 
redoxaktiven Einheit erhalten. Die Anbindung der redoxaktiven Einheit kann komplett 
,oder in Teilen der Einheit mit anschlieliender Vervollstandigung der redoxaktiven 
Einheit erfolgen (siehe unten). 
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b) Das Nukleinsaure-Oligomer ist uber einen kovalent angebundenen Molekulteil 
(Spacer) beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange (langste durchgehende Kette 
von aneinander gebundenen Atomen), insbesondere der Kettenlange 1 bis 14, am 
Oligonukleotid-Ruckgrat bzw. an einer Base mit einer reaktiven Gruppe modifiziert. 
Die Modifikation erfolgt bevorzugt an einem der Enden des Oligonukleotid-Ruckgrats 
bzw. an einer terminalen Base. Als Spacer kann z.B. ein Alky]-, Alkenyl-, Alkinyl-, 
Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder Heteroalkinylsubstituent verwendet werden. 
Mogliche einfache Reaktionen zur Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen 
redoxaktiver Einheit und des so modifizierten Nukleinsaure-Oligomers sind wie unter 
a) beschrieben, die Amidbildung aus Saure- und Amino-Gruppe, die Esterbildung 
aus Saure- und Alkohol-Gruppe, die Thioesterbiidung aus Saure- und Thio-Alkohol- 
Gruppe oder die Kondensation von Aldehyd und Amin mit anschliefiender Reduktion 
der entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung. Die Anbindung der 
redoxaktiven Einheit kann komplett oder in Teilen der redoxaktiven Einheit mit 
anschlieftender Vervollstandigung der Einheit erfolgen (siehe unten). 

c) Bei der Synthese des Nukleinsaure-Oligomers wird eine terminale Base durch die 
redoxaktive Einheit ersetzt. Diese Anbindung der redoxaktiven Einheit kann komplett 
oder in Teilen der Einheit mit anschliefiender Vervollstandigung der redoxaktiven 
Einheit erfolgen (siehe unten). 



d) Bei der Verwendung eines verknttpften (wenigstens bimolekularen) Elekton- 
Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplexes als redoxaktiver Einheit wird der Elektron- 
Akzeptor (oder -Donor) in einer ersten kovalenten Modifikation, wie unter b) oder c) 
in diesem Abschnitt beschrieben, an eine oder statt einer terminalen Base an das 
Nukleinsaure-Oligomer gebunden und anschliefiend in einer zweiten kovalenten 
Modifikation der Elektron-Donor (oder -Akzeptor), wie unter a) in diesem Abschnitt 
beschrieben, am selben Ende des Nukleinsaure-Oligomer-RQckgrats an eine 
reaktive Gruppe des RQckgrats oder an eine reaktive Gruppe des Akzeptors (bzw. 
des Donors) gebunden. Bei Verwendung eines kovalent verknQpften, tri- oder 
hohermolekularen Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplexes kann. statt des 
Elektron-Akzeptors (oder -Donors), auch ein beliebiger Teil des Elekton-Donor- 
/Elektron-Akzeptor-Komplexes in der ersten kovalenten Modifikation verwendet und 
in einer zweiten bzw. weiteren kovalenten Modifikation(en) komplettiert werden. 

Erfindungsgemafi kann die Bindung der redoxaktiven Einheit an das Nukleinsaure- 
Oligomer ganz oder in Teilen vor oder nach der Bindung des Nukleinsaure- 
Oligomers an die leitfahige Oberflache erfolgen. So kann im Falle eines redoxaktiven 
Proteins/Enzyms aus Apoprotein und Cofaktor(en) statt der kompletten redoxaktiven 
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Einheit auch nur das Apoprotein, das Apoprotein und ein Teil der Cofaktoren oder 
ein Oder mehrere Cofaktoren angebunden sein und die redoxaktive Einheit wird 
durch anschliefiende Rekonstitution mit den noch fehlenden Teilen komplettiert. Bei 
der Verwendung eines verknQpften (wenigstens bimolekularen) Elekton-Donor- 
/Elektron-Akzeptor-Komplexes als redoxaktiver Einheit wird der Elektron-Akzeptor 
(oder -Donor) in einer ersten kovalenten Modifikation, wie unter b) oder c) in diesem 
Abschnitt beschrieben, an oder statt einer terminalen Base an das Nukleinsaure- 
Oligomer gebunden und anschliefiend in einer zweiten kovalenten Modifikation der 
Elektron-Donor (oder -Akzeptor), wie unter a) in diesem Abschnitt beschrieben, am 
selben Ende des Nukleinsaure-Oligomer-RQckgrats an eine reaktive Gruppe des 
Ruckgrats gebunden. Bei Verwendung eines kovalent verknQpften, tri- oder 
hohermoiekularen Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplexes kann, statt des 
Elektron-Akzeptors (oder -Donors), auch ein beliebiger Teil des Elekton-Donor- 
/Elektron-Akzeptor-Komplexes in der ersten kovalenten Modifikation verwendet und 
in der zweiten kovalenten Modifikation komplettiert werden. Diese Modifikationen 
k6nnen vor oder nach der Bindung des Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige 
Oberflache erfolgen. 

Bei mehreren verschiedenen Nukleinsaure-Oligomer-Kombinationen (Test-Sites) auf 
einer gemeinsamen Oberflache ist es vorteilhaft, die (kovalente) Anbindung der 
redoxaktiven Einheit an die Nukleinsaure-Oligomere durch geeignete Wahl der 
reaktiven Gruppe an den freien Nukleinsaure-Oligomerenden der verschiedenen 
Test-Sites fur die gesamte Oberflache zu vereinheitlichen, wenn die redoxaktive 
Einheit nach Immobilisierung des Nukleinsaure-Oligomers an der Oberflache 
angebunden werden soli. 

Bei Verwendung von redoxaktiven Proteinen/Enzymen als redoxaktiver Einheit kann 
die kovalente Anbindung des Nukleinsaure-Oligomers an eine beliebige, 
natQriicherweise vorhandene oder durch Modifikation angebrachte, reaktive Gruppe 
des Proteins erfolgen oder - in dem Falle, dafc das redoxaktive Protein/Enzym aus 
Apoprotein und Cofaktor(en) besteht - an eine beliebige, natQriicherweise 
vorhandene oder durch Modifikation angebrachte, reaktive Gruppe eines (beliebigen) 
Cofaktors. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die kovalente Anbindung an 
eine beliebige, natQriicherweise vorhandene oder durch Modifikation angebrachte, 
reaktive Gruppe eines (beliebigen) Cofaktors des Proteins bevorzugt. Ohne an 
mechanistische Details gebunden sein zu wollen, ist bei mehreren Cofaktoren 
derjenige besonders bevorzugt, der Elektronen an ein externes, ebenfalls kovalent 
an das Nukleinsaure-Oligomer angebundenes Oxidationsmittel abgeben oder von 
einem externen, ebenfalls kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer angebundenen 
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Reduktionsmittel aufnehmen kann (siehe auch Abschnitt "Verfahren zur 
amperometrischen Detektion von Nukleinsaure-Oligomer-Hybriden"). 



Die leitfahige Oberflache 

Unter dem Begriff "leitfahige Oberflache" wird erfindungsgema.fi jeder Trager mit 
einer elektrisch leitfahigen Oberflache beliebiger Dicke verstanden, insbesondere 
Oberflachen aus.Platin, Palladium, Gold, Cadmium, Quecksilber, Nickel, Zink, 
Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei, Aluminium und Mangan. 

Daneben kdnnen auch beliebige dotierte Oder nicht dotierte Halbleiteroberflachen 
beliebiger Dicke verwendet werden. Samtliche Halbleiter konnen als Reinsubstanzen 
oder als Gemische Verwendung finden. Als nicht einschrankend gemeinte Beispiele 
seien an dieser Stelle Kohlenstoff, Silizium, Germanium, a-Zinn, Cu(l)- und Ag(l)- 
Halogenide beliebiger Kristallstruktur genannt. Geeignet sind ebenfalls samtliche 
binaren Verbindungen beliebiger Zusammensetzung und beliebiger Struktur aus den 
Elementen der Gruppen 14 und 16, den Elementen der Gruppen 13 und 15, sowie 
den Elementen der Gruppen 15 und 16. Daneben konnen ternare Verbindungen 
beliebiger Zusammensetzung und beliebiger Struktur aus den Elementen der 
Gruppen 11,13 und 16 oder den Elementen der Gruppen 12, 13 und 16 verwendet 
werden. Die Bezeichnungen der Gruppen des Periodensystems der Elemente 
beziehen sich auf die JUPAC-Empfehlung von 1985. 

Bindung eines Nukleinsaure-OHgomers an die leitfahige Oberflache 

ErfindungsgemaH wird ein Nukleinsaure-Oligomer direkt oder Ober einen 
Linker/Spacer mit den Oberflachenatomen oder -molekQIen einer leitfahigen 
Oberflache der oben beschriebenen Art verknupft. Diese Bindung kann auf drei 
verschiedene Arten durchgefQhrt werden: 

a) Die Oberflache wird so modifiziert, dali eine reaktive MolekQI-Gruppe zuganglich 
ist. Dies kann durch direkte Derivatisierung der OberflachenmolekQIe, z. B. durch 
naRchemische oder elektrochemische Oxidation/Reduktion geschehen. So kann z. 
B. die Oberflache von Graphiteiektroden durch Oxidation nadchemisch mit Aldehyd- 
oder Carbonsaure-Gruppen versehen werden. Elektrochemisch besteht z. B. die 
MSglichkeit durch Reduktion in Gegenwart von Aryl-Diazoniumsalzen das 
entsprechende (funktionalisierte, also mit einer reaktiven Gruppe versehene) Aryl- 
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Radikal Oder durch Oxidation in Gegenwart von R'C0 2 H das (funktionalisierte) R'- 
Radikal auf der Graphit-EIektrodenoberflache anzukoppeln. Ein Beispiel der direkten 
Modifikation von Halbleiteroberflachen ist die Derivatisierung von Silizjumoberflachen 
zu reaktiven Silanolen, d. h. Silizium-Trager mit Si-OR" Gruppen an der Oberflache, 
wobei R" ebenso wie R' einen beliebigen, funktionalisierten, organischen Rest 
darstellt (z.B. Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyh Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 
Heteroalkinylsubstituent). Alternativ kann die gesamte Oberflache durch die 
kovalente Anbindung einer reaktiven Gruppe eines bifunktionalen Linkers modifiziert 
werden, so dali auf der Oberflache eine monomolekulare Schicht beliebiger 
MolekQIe entsteht, die, bevorzugt endstandig, eine reaktive Gruppe enthalten. Unter 
dem Begriff "bifunktionaler Linker" wird jedes Molekul beliebiger Kettenlange, 
insbesondere der Kettenlangen 2-14, mit zwei gleichen (homo-bifunktional) oder 
zwei verschiedenen (hetero-bifunktional) reaktiven MolekQI-Gruppen verstanden. 

Sollen mehrere verschiedene Test-Sites auf der Oberflache durch Ausnutzen der 
Methodik der Photolithographie gebildet werden, so ist mindestens eine der reaktiven 
Gruppen des homo- oder hetereo-bifunktionalen Linkers eine photoinduzierbar 
reaktive Gruppe, d. h. eine erst durch Lichteinstrahlung bestimmter oder beliebiger 
Wellenlange reaktiv werdende Gruppe. Dieser Linker wird so aufgebracht, dad 
die/eine photoaktivierbare reaktive Gruppe nach der koyalenten Anbindung des 
Linkers auf der Oberflache zur VerfQgung steht. An die so modifizierte Oberflache 
werden die Nukleinsaure-Oligomere kovalent angebunden, wobei diese selbst Qber 
einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der 
Kettenlange 1 - 14, mit einer reaktiven Gruppe modifiziert sind, bevorzugt in der 
Nahe eines Endes des Nukleinsaure-Oligomers. Bei der reaktiven Gruppe des 
Oligonukleotids handelt es sich.um Gruppen, die direkt (oder indirekt) mit der 
modifizierten Oberflache unter Ausbilduhg einer kovalenten Bindung reagieren. 
Daneben kann an die Nukleinsaure-Oligomere in der Nahe ihres zweiten Endes eine 
we itere reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive Gruppe wiederum, wie 
oben beschrieben, direkt oder Qber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, angebunden ist. Desweiteren 
kann die redoxaktive Einheit (komplett oder Bestandteile davon), alternativ zu dieser 
we iteren reaktiven Gruppe, an diesem zweiten Ende des Nukleinsaure-Oligomers 
angebunden sein. 

b) Das Nukleinsaure-Oligomer, das auf die leitfahige Oberflache aufgebracht werden 
soil, ist Qber einen kovalent angebundenen Spacer beliebiger Zusammensetzung 
und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1-14, mit einer oder mehreren 
reaktiven Gruppen modifiziert, wobei sich die reaktive Gruppen bevorzugt in der 
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Nahe eines Endes des Nukleinsaure-Oligomers befindet. Bei den reaktiven Gruppen 
handelt es sich um Gruppen, die direkt mit der unmodifizierten Oberflache reagieren 
kdnnen. Beispiele hierfCir sind: (i) Thiol- (HS-) Oder Disulfid- (S-S-) derivatisierte 
O li gonukl e otide — def — al l g e m e in e n — Formel — HS - Spac e r - ol i go — bsw-. — R-S-S- 
Spac e r Nukleinsaure-Oligomere der allqemeinen Forme! (n x HS-Spacer)-oligo. (n x 
R-S-S-Spacer)- oligo Oder oligo-Spacer-S-S-Spacer-oligo, die mit einer 

Goldoberflache unter Ausbildung e in e r Gold - Schwefelbindung von Gold- 

Schwefelbindungen reagieren oder (ii) Amine, die sich durch Chemi- oder 
Physikesorption an Platin- oder Silizium-Oberflachen anlagern. Daneben kann an die 
Ol i gonukl e otid Nukleinsaure-Oligomer e in der Nahe ihres zweiten Endes (5' od e r 3' - 
End e ) di e r e doxakt i v e Sub s tanz od e r eine weitere reaktive Gruppe gebunden sein, 
wobei diese reaktive Gruppe wiederum, wie oben beschrieben, direkt oder uber 
einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der 
Kettenlange 1 - 14, angebunden ist. Desweiteren kann die photinduzierbar 
redoxaktive Einheit (komplett oder Bestandteile davon) alternativ zu dieser weiteren 
reaktiven Gruppe. an diesem z weiten Ende des Oliqonukleotids anaebunden sein. 
Insbesondere Nukleinsaure-Oligomere die mit mehreren Soacer-verbruckten Thiol 
oder Disulfidbrucken modifiziert sind ((n x HS-SpacerVoliqo bzw. (n x R-S-S-Spacer)- 
oiioo) haben den Vorteil. daR solche Nukleinsaure-Olioomere unter einem 
bestimmten Anstellwinkel qegen die leitfahiqe Oberflache (Winkel zw ischen der 
Oberflachennormalen und der Helixachse eines doppelstranqigen helikaien 
Nukleinsaure-Oligomers bzw. zwischen der Oberflachennormalen und de r Achse 
senkrecht zu den Basenoaaren eines doppelstranqigen nicht-helikalen NukleinsSure- 
Oliqomers^ aufoebracht werden konnen. wenn d ie die Thiol- bzw. Disulfid- 
Funktionen an das Nukleinsaure-Olioomer anbindende n Spacer, von einem E nde 
der Nukleinsaure her betrachtet. eine zunehmende bzw. abneh mende Kettenlange 
besitz en. 

c) Als reaktive Gruppe am Sonden-Nukleinsaure-Oligomer werden die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen des 
Oligonukleotid-RQckgrats, insbesondere endstandige Gruppen, verwendet. Die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen 
eine erhShte Reaktivitat auf und gehen daher leicht typische Reaktionen wie z: B. 
Amidbildung mit (primaren oder sekundaren) Amino- bzw. Sauregruppen, 
Esterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkoholen bzw. 
Sauregruppen, Thioesterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Thio- 
Alkoholen bzw. Sauregruppen oder die Kondensation von Amin und Aldehyd mit 
anschlie&ender Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung 
ein. Die notige Kopplungs-Gruppe zur kovalenten Anbindung an die Phosphorsaure-, 
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Zucker-C-3-Hydroxy- t Carbonsaure- Oder Amin-Gruppe ist in diesem Fall ein Teil der 
Oberflachenderivatisierung mit einer (monomolekularen) Schicht beliebiger 
MolekOllange, wie unter a) in diesem Abschnitt beschrieben, oder die 
PhosphorsSure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe kann direkt 
mit der unmodifizierten Oberflache reagieren, wie unter b) in diesem Abschnitt 
beschrieben. Daneben kann an die Oligonukleotide in der Nahe ihres zweiten Endes 
eine weitere reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive Gruppe 
wiederum, wie oben beschrieben, direkt oder Qber einen Spacer beliebiger 
Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, 
angebunden ist. Desweiteren kann die redoxaktive Einheit (komplett oder 
Bestandteile davon), alternativ zu dieser weiteren reaktiven Gruppe, an diesem 
zweiten Ende des NukleinsSure-Oligomers angebunden sein. 

Die Bindung des Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache kann vor oder 
nach der Anbindung der redoxaktive Einheit an das Nukleinsaure-Oligomer erfolgen. 
Im Falle eines redoxaktiven Proteins/Enzyms aus Apoprotein und Cofaktor(en) kann 
statt der kompletten redoxaktiven Einheit auch nur das Apoprotein, das Apoprotein 
mit einem Teil der Cofaktoren oder ein oder mehrere der Cofaktor angebunden sein 
und die redoxaktive Einheit wird durch anschlieliende Rekonstitution mit den noch 
fehlenden Teilen komplettiert. Bei der Verwendung eines verknupften (wenigstens 
bimolekularen) Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplexes als redoxaktive Einheit 
kann der Elektron-Akzeptor ( bzw. -Donor), wie unter b) oder c) im Abschnitt 
"Bindung einer redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer" beschrieben, an 
eine oder statt einer terminalen Base an das Nukleinsaure-Oligomer gebunden sein 
und der Elektron-Donor (bzw. -Akzeptor) durch anschliellende kovalente Anbindung 
an eine reaktive Gruppe des Elektron-Akzeptors (oder -Donors) angebunden werden 
oder, wie unter a) im Abschnitt "Bindung einer redoxaktiven Einheit an ein 
Nukleinsaure-Oligomer" beschrieben, durch anschliefiende Anbindung an eine 
terminate reaktive Gruppe des Nukleinsaure-Oligomer-Ruckgrats am selben Ende 
(siehe auch den Abschnitt "Wege zur AusfQhrung der Erfindung"). Alternativ kann die 
Bindung des Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache vor oder nach 
Anbinden des mit einer reaktiven Gruppe versehenen Spacers zur Bindung der 
redoxaktiven Einheit erfolgen. Die Bindung des bereits modifizierten Nukleinsaure- 
Oligomers an die leitfahige Oberflache, d. h. die Bindung an die Oberflache nach der 
Anbindung der redoxaktiven Einheit an das Nukleinsaure-Oligomer bzw. nach der 
Anbindung von Teilen der redoxaktiven Einheit oder nach Anbinden des mit einer 
reaktiven Gruppe versehenen Spacers zur Bindung der redoxaktiven Einheit, erfolgt 
ebenfalls wie unter a) bis c) in diesem Abschnitt beschrieben. 
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Bei der Herstellung der Test-Sites muft bei der Anbindung der Einzelstrang- 
Nukleinsaure-Oligomere an die Oberflache darauf geachtet werden, daft zwischen 
den einzelnen Nukleinsaure-Oligomeren ein genugend grofier Abstand verbleibt, urn 
zum einen den fur eine Hybridisierung mit dem Target-Nukleinsaure-Oligomer 
notigen Freiraum und zum anderen den fur die Anbindung der redoxaktiven Einheit 
notigen Freiraum zur Verfugung zu stellen. Dazu bieten sich insbesondere drei 
verschiedene Vorgehensweisen (und Kombinationen daraus) an: 

1. ) Herstellung einer modifizierten Oberflache durch Anbindung eines hybridisierten 
Nukleinsaure-Oligomers, also eine Oberflachen-Derivatisierung mit hybridisiertem 
Sonden-Nukleinsaure-Oligomer start mit Einzelstrang-Sonden-Oligonukleotid. Der 
zur Hybridisierung verwendete Nukleinsaure-Oligomer-Strang ist unmodifiziert (die 
Oberflachenanbindung wird durchgefQhrt wie unter a) - c) in diesem Abschnitt 
beschrieben). Anschliefiend wird der hybridisierte Nukleinsaure-Oligomer- 
Dpppelstrang thermisch dehybridisiert, wodurch eine mit Einzelstrang- Nukleinsaure- 
Oligomer modifizierte Oberflache mit grofcerem Abstand zwischen den Sonden- 
NukleinsSure-Oligomeren hergestellt wird. 

2. ) Herstellung einer modifizierten Oberflache durch Anbindung eines Einzelstrang- 
oder Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomers, wobei wahrend der Oberflachen- 
Derivatisierung ein geeigneter monofunktionaler Linker zugesetzt wird, der neben 
dem Einzelstrang- oder Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomer ebenfalls an die 
Oberflache gebunden wird (die Oberflachenanbindung wird durchgefQhrt wie unter a) 
- c) in diesem Abschnitt beschrieben). ErfindungsgemaB hat der monofunktionale 
Linker eine KettenlSnge, die der KettenlSnge des Spacers zwischen der Oberflache. 
und dem Nukleinsaure-Oligomer identisch ist oder urn maximal vier Kettenatome 
abweicht. Bei der Verwendung von Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomer zur 
Oberflachen-Derivatisierung wird der Nukleinsaure-Oligomer-Doppelstrang nach der 
gemeinsamen Anbindung des Doppelstrang- Nukleinsaure-Oligomers und des 
Linkers an die Oberflache thermisch dehybridisiert. Durch die gleichzeitige 
Anbindung eines Linkers an die Oberflache wird der Abstand zwischen den ebenfalls 
an die Oberflache gebundenen Einzel- oder Doppeistrang-Nukleinsaure-Oligomeren 
vergrSflert. Im Falle der Verwendung von Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomer wird 
dieser Effekt durch die anschliefiende thermische Dehybridisierung noch verstarkt. 

3.) Herstellung einer modifizierten Oberflache durch Anbindung eines Einzelstrang- 
oder Doppelstrang-Oligonukleotids, an das die redoxaktive Einheit bereits 
angebunden ist, wobei die redoxaktive Einheit einen Durchmesser von grOSer als 30 
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A aufweist. Bei der Verwendung von Doppelstrang-Oligonukleotid wird der 
Oligonukleotid-Doppelstrang nach der Anbindung des Doppelstrang-Oligonukleotids 
an die Oberflache thermisch dehybridisiert. 

Im Bezug auf die einzelnen Schritte zur "Bindung einer redoxaktiven Einheit an ein 
Nukleinsaure-Oligomer" als auch zur "Bindung eines Oligonukleotids an die leitfahige 
Oberflache" sei darauf verwiesen, dafl im Abschnitt "Wege zur Ausfuhrung der 
Erfindung" die verschiedenen KombinationsmSglichkeiten der einzelnen Schritte, die 
zum selben Endergebnis fuhren, an einem Beispiel demonstriert sind (Figur 2). 

Verfahren zur elektrochemischen Detektion von NukleinsaurerOligomer- 
Hybriden 

Vorteilhafterweise werden gemafi dem Verfahren zur elektrochemischen Detektion 
von Nukleinsaure-Oligomer-Hybriden mehrere Sonden-Nukleinsaure-Oligomere 
unterschiedlicher Sequenz, idealerweise alle ndtigen Kombinationen des 
Nukleinsaure-Oligomers, auf einem Oligomer (DNA) -Chip aufgebracht, urn die 
Sequenz eines beliebigen Target-NukleinsSure-Oligomers Oder einer 
(fragmentierten) Target-DNA zu detektieren bzw. um Mutationen im Target 
aufzuspuren und sequenzspezifisch nachzuweisen. Dazu werden auf einer 
leitfahigen Oberflache die Oberflachenatome oder -molekQIe eines definierten 
Bereichs (einer Test-Site) mit DNA-/RNA-/PNA-Nukleinsaure-Oligomeren bekannter, 
aber beliebiger Sequenz, wie oben beschrieben, verknupft. In einer allgemeinsten 
Ausfiihrungsform kann aber der DNA-Chip auch mit einem einzigen Sonden- 
Oligonukleotid derivatisiert werden. Als Sonden- Nukleinsaure-Oligomere werden 
Nukleinsaure-Oligomere (z. B. DNA-, RNA- Oder PNA-Fragmente) der Basenlange 3 
bis 50, bevorzugt der Lange 5 bis 30, besonders bevorzugt der Lange 8 bis 25 
verwendet. Erfindungsgemali wird oder ist an die Sonden-Nukleinsaure-Oligomere, 
wie nachfolgend beschrieben, eine redoxaktive Einheit gebunden. 

Die Modifikation der Sonden-Nukleinsaure-Oligomere mit einer redoxaktiven Einheit 
kann komplett oder In Bestandteilen der redoxaktiven Einheit entweder vor oder nach 
der Bindung des Sonden-Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache erfolgen. Die 
verschiedenen Kombinationsmdglichkeiten der einzelnen Schritte 
(Reaktionssequenzen). sind mit Hilfe der Figur 2 am Beispiel einer uber ein Sonden- 
Oligonukleotid an eine Elektrode gebundenen redoxaktiven Einheit im Abschnitt 
"Wege zur Ausfuhrung der Erfindung" demonstriert. 
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Unabhangig von der jeweiligen Reaktionssequenz entsteht ein Oberflachen-Hybrid 
der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit, wobei "Einheit" 
reprasentativ fQr die photoinduzierbar redoxaktive Einheit bzw. chemisch induzierbar 
redoxaktive Einheit steht. Die Verbriickungen k6nnen natOriich auch ohne Spacer 
oder mit nur einem Spacer (Elek-ss-oligo-Spacer-Einheit bzw. Elek-Spacer-ss-oligo- 
Einheit) durchgefCihrt werden. Im Beispiel der Figur 2 ist die Einheit eine 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit, namlich das Reaktionszentrum (RC) der 
Photosynthese betreibenden Bakterien des Stammes Rhodobacter sphaeroides, ein 
photoinduzierbar redoxaktives Protein bestehend aus Apoprotein und Cofaktoren. Im 
Beispiel der Figur 2, 3 und 4 ist das RC Uber seinen Cofaktor Ubichinon-50 (UQ) in 
der sogenannten Q A -Protein-Bindungstasche des RCs kovalent mit dem 
Nukleinsaure-Oligomer verbunden. Das RC bildet mit dem Cofaktor Ubichinon-50 in 
der Q A -Bindungstasche einen 1:1 Komplex, wobei das Ubichinon-50 in der 
beschriebenen Weise kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer gebunden ist. Im 
Beispiel der Figur 5 und 6 ist die Einheit ein photoinduzierbar redoxaktiver. 
verknupfter, wenigstens bimolekularer Elektron-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komp1ex, 
namlich ein kovalent verknupfter Zn-Bakteriochlorophyll-Chinon-Komplex, der Uber 
das Chinon, dem Elektron-Akzeptor-Molekul des Komplexes, kovalent (Qber einen 
Spacer) mit dem- Nukleinsaure-Oligomer verbunden ist. 

Die elektrochemische Kommunikation zwischen der (leitfahigen) Oberflache und der 
Qber ein Einzelstrang-Oligonukleotid verbruckten redoxaktiven Einheit ("Einheit") in 
der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit ist schwach oder gar 
nicht vorhanden. 

In einem nachsten Schritt werden die Test-Sites mit der zu untersuchenden 
Nukleinsaure-Oiigomer-Losung (Target) in Kontakt gebracht. Dabei kommt es nur in 
dem Fall zur Hybridisierung, in dem die LOsung Nukleinsaure-Oligomer-Strange 
enthalt, die zu den an die leitfahige Oberflache gebundenen Sonden-Nukleinsaure- 
Oligomeren komplementar, oder zumindest in weiten Bereichen komplementar sind. 
Im Falle der Hybridisierung zwischen Sonden- und Target-Nukleinsaure-Oligomer 
kommt es zu einer verstarkten Leitfahigkeit zwischen der Oberflache und der 
redoxaktiven Einheit, da diese nunmehr Uber das aus einem Doppelstrang 
bestehende Nukleinsaure-Oligomer verbriickt ist. Figur 3 zeigt dies schematisch am 
Beispiel der Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-UQ(RC). In Figur 4 ist die Sequenz der 
Elektron-Transfer-Schritte in Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-UQ(RC) im Detail gezeigt, 
wahrend Figur 5 das Beispiel Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Q-ZnBChl schematisch 
zeigt und Figur 6 die Sequenz der Elektron-Transfer-Schritte in Elek-Spacer-ds-oligo- 
Spacer-Q-ZnBChl im Detail darstellt. 
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Aufgrund der Hybridisierung von Sonden-Nukleinsaure-Oligomer und dem dazu 
komplementaren Nukleinsaure-Oligomer-Strang (Target) verandert sich die 
elektrische Kommunikation zwischen der (leitfShigen) Oberflache und der 
photoinduzierbar redoxaktiven Einheit. Somit kann ein sequenzspezifisches 
Hybridisierungsereignis durch elektrochemische Verfahren wie z. B. 
Cyclovoltametrie, Amperometrie Oder Leitfahigkeitsmessungen detektiert werden. 

Bei der Cyclovoltametrie wird das Potential einer stationaren Arbeitselektrode zeitabhangig 
linear verandert. Ausgehend von einem Potential bei dem keine Elektrooxidation oder - 
reduktion stattfindet, wird das Potential solange verandert bis die redoxaktive Substanz 
oxidiert oder reduziert wird (also Strom flielit). Nach Durchlaufen des Oxidations- bzw. 
Reduktionsvorgangs, der in der Strom/Spannungskurve einen zunachst ansteigenden 
Strom, dann einen Maximalstrom (Peak) und schlielilich einen allmahlich abfallenden 
Strom erzeugt, wird die Richtung des Potentialvorschubs umgekehrt Im RQcklauf wird 
dann das Verhalten der Produkte der Elektrooxidation oder -reduktion aufgezeichnet. 

Eine alternative elektrische Detektionsmethode, die Amperometrie, wird dadurch 
ermeglicht, dali die redoxaktive Einheit durch Anlegen eines geeigneten, konstant 
gehaltenen Elektrodenpotentials zwar elektrooxidiert (elektroreduziert) werden kann, die 
Rereduktion (Reoxidation) der redoxaktiven Einheit in den ursprunglichen Zustand aber 
nicht wie in der Cyclovoltametrie durch Andeaing des Elektrodenpotentials erfolgt, 
sondem durch ein der Targetl6sung zugesetztes geeignetes Reduktionsmittel 
(Oxidationsmittel), der "redoxaktiven Substanz", wodurch der Stromkreis des 
Gesamtsystems geschlossen wird. Solange solches Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) 
vorhanden ist bzw. solange das verbrauchte Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) an der 
Gegenelektrode rereduziert (reoxidiert) wird, flielit Strom, der amperometrisch detektiert 
werden kann und der proportional zurZahl der Hybridisierungsereignisse ist. 

Dieses Prinzip der amperometrischen Detektion soil stellvertretend fur eine 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit bzw. fur eine redoxaktive Einheit am Beispiel 
der Glucoseoxidase naher erlautert werden. Die Glucoseoxidase ist ein aus 
Apoprotein und einem ' Cofaktor (Flavin-Adenin-Dinukleotid) bestehendes 
redoxaktives Enzym. Das mit einem Ende kovalent an die Elektrode angebundene 
Sonden-Oligonukleotid kann am anderen, noch freien Ende mit der vollstandigen 
enzymatischen Einheit der Glucoseoxidase funktionalisiert werden, indem z. B. der 
Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)-Cofaktor des Enzyms kovalent an das Sonden- 
Oligonukleotid angebunden wird und anschlie&end mit dem Glucoseoxidase- 
Apoprotein (GOx) rekonstituiert wird. Das entstandene Oberflachen-Hybrid der 
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allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-FAD(GOx) weist zwischen 
Elektrode und FAD keine oder nur geringe Leitfahigkeit auf. Im Falle der 
Hybridisierung mit dem zu u ss-oligo" komplementaren Target-Oligonukleotid wird die 
Leitfahigkeit deutlich erhoht wird. Bei Zusatz des Substrats Glucose zur Target- 
Oligonukleotid-L6sung wird das FAD der Gukoseoxidase (FAD(GOx)) zu FADH 2 der 
Glucoseoxidase (FADH 2 (GOx)) reduziert, wobei Glucose zur Gluconsaure oxidiert 
wird. Liegt nun an der Elektrode ein geeignetes aulieres Potential an, so dali uber 
das hybridisierte Oligonukleotid Elektronen von FADH 2 (GOx) an die Elektrode 
abgegeben werden und somit FADH 2 (GOx) zu FAD(GOx) reoxidiert wird (aber weder 
Glucose noch Gluconsaure bei diesem Potential elektrooxidiert oder -reduziert 
werden kann), fliefit im System Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-FAD(GOx) solange 
Strom wie FAD(GOx) durch freie Glucose reduziert wird, d. h. bis die gesamte 
Glucose verbraucht ist bzw. fur den Fall, dali an der Gegenelektrode ein Potential 
anliegt, bei dem Gluconsaure zu Glucose reduziert werden kann, solange wie 
Gluconsaure an der Gegenelektrode reduziert wird. Dieser Strom kann 
amperometrisch detektiert werden und ist proportional zur Zahl der 
Hybridisierurigsereignisse. 

Die fur diese Erfindung relevanten photoinduzierbar redoxaktiven Einheiten bzw. 
chemisch induzierbar redoxaktiven Einheiten besitzen start eines Elektron-Donors 
bzw. Elektron-Akzeptors jedoch mindestens einen Elektron-Donor und mindestens 
einen Elektron-Akzeptor. 

Im Falle einer chemisch induzierbar redoxaktiven Einheit ist im Sinne der 
vorliegenden Erfindung mindestens ein Ladungstransferschritt zwischen Elektron- 
Donorfen) und Elektron-Akzeptorfen) zwischengeschaltet. Die freie redoxaktive 
Substanz, die D reduziert (bzw. A oxidiert) und somit einen Elektrontransfer von D" 
zu A unter Bildung von A" (bzw. den Elektrontransfer von D zu A + unter Bildung von 
D + ) initiiert, ermdglicht es, die Elektrode auf ein Potential zu setzten. bei dem A~ 
(bzw. D + ), nicht jedoch A (bzw. D) oxidiert (bzw. reduziert) werden kann. Dies hat den 
Vorteil, dali die Elektrode ein Potential besitzt, bei dem die direkte Reaktion der 
freien, redoxaktiven Substanz mit der Elektrode deutlich unterdruckt werden kann 
und hauptsachlich Elektronenubertragungen zwischen redoxaktiver Einheit und 
Elektrode detektiert werden. 

Handelt es sich bei der redoxaktiven Einheit urn eine photoinduzierbar redoxaktive 
Einheit, so wird die Redoxaktivitat der Einheit erst durch Licht bestimmter oder 
beliebiger Wellenlange ausgelost. Erfindungsgemali wird diese Eigenschaft dadurch 
ausgenutzt, dad die elektrochemische Detektion erst durch Einstrahlen von Licht auf 
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das Oberflachenhybrid der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-Einheit 
(Oberflachenhybrid mit hybridisiertem Target) ausgelost wird und maximal solange 
aufrechterhalten wird wie die Lichteinstrahlung andauert. Insbesondere bei der 
amperometrischen Detektion flielit somit bei Verwendung einer photoinduzierbar 
redoxaktiven Einheit, unter bestimmten aulieren Umstanden, erst dann 
(langeranhaltend) Strom, wenn Licht auf das Oberfachenhybrid eingestrahlt wird. 
Solche auliere Umstande sind z. B. die Gegenwart eines geeigneten 
Reduktionsmittels (bzw. Oxidationsmitteis), urn einen durch Photoinduktion 
gebildeten, oxidierten Donor D + (bzw. reduzierten Akzeptor A") der photoinduzierbar 
redoxaktiven Einheit zu reduzieren (bzw. zu reduzieren) und das Anliegen eines 
Potentials an der Elektrode, bei dem zwar ein durch Photoinduktion gebildeter 
reduzierter Akzeptor A" (bzw. oxidierter Donor D + ) der photoinduzierbar redoxaktiven 
Einheit, nicht jedoch der nicht reduzierte Akzeptor A (bzw. der nichit oxidierte Donor 
D) qxidiert (bzw. reduziert) werden kann. Im Abschnitt "Wege zur AusfGhrung der 
Erfmdung" wird dies anhand verschiedener Beispiele von Elek-Spacer-ss-oligo- 
Spacer-Einheit mit photoinduzierbar redoxaktiver Einheit naher erlautert. Somit kann 
die Detektion bei Verwendung einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit auf eine 
bestimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site-Gruppe des Oligomer-Chips 
raumlich beschrankt werden, indem das Licht auf dieses Test-Site Oder auf diese 
Test-Site-Gruppe begrenzt wird. Erfindungsgemafc konnen also verschiedene Test- 
Sites (Nukleinsaure-Oligomer-Kombinationen) eines Oligomer-Chips auf eine 
gemeinsame, durchgangige, elektrisch leitende Oberflache aufgebracht werden. Ein 
bestimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site-Gruppe kann einfach durch 
Anlegen eines geeigneten auReren Potentials an die (gesamte) Oberflache bei 
Lichteinstrahlung auf genau dieses Test-Site oder diese Test-Site Gruppe adressiert 
und amperometrisch detektiert werden. Die verschiedenen Test-Sites mussen also 
nicht auf einzelnen, elektrisch voneinander isolierten Und zum Anlegen eines 
Potentials und Auslesen des Stroms einzefn ansteuerbaren (Mikro-)Elektroden 
aufgebracht werden. Daruberhinaus ^kann bei der Verwendung von 
Oberfiachenhybriden der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit 
mit photoinduzierbar redoxaktiver Einheit und amperometrischer Detektion der 
Ausleseprozess zur Detektion der einzelnen sequenzspezifischen 
Hybridisierungsereignisse auf dem Oligomer-Chip dadurch optimiert werden, dali die 
Test-Sites durch entsprechende Fokusierung des Lichts erst grobgerastert 
ausgelesen werden und dann in den Rastem mit Hybridisierungsereignissen des 
AuflGsungsvermogen sukzessive erhdht wird, also z. B. bei einem Oktamer-Chip mit 
65.536 Test-Sites zuerst in z. B. 64 Gruppen von je 1024 Test-Sites ausgelesen 
wird, dann die Test-Site-Gruppen, die anhand der amperometrischen Messungen 
Hybridisierungsereignisse aufweisen, z. B. in 32 Gruppen von je 32 Test-Sites 
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durchgetestet werden und anschlieftend in den erneut Hybridisierungsereignisse 
aufweisenden Test-Site-Gnjppen die Test-Sites einzeln ausgetestet werden. Die 
einzelnen Hybridisierungsereignisse konnen dadurch mit geringem experimentellen 
Aufwand schnell bestimmten Sonden-Oligomeren zugeordnet werden. 



Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Die Erfindung soli nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen' im 
Zusammenhang mit den Zeichnungen naher erlautert werden. Es zeigen . 

Fig. 1 Schematische Darstellung der Oligonukleotid-Sequenzierung durch 

Hybridisierung auf einem Chip; 

Fig. 2 Verschiedene Reaktionssequenzen zur Herstellung des 

Oberflachenhybrids Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-UQ(RC). Die 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit in diesem Oberflachenhybrid ist 
das Reaktionszentrum (RC) der Photosynthese betreibenden Bakterien 
Rhodobacter sphaeroides. Dieses photoinduzierbar redoxaktive Protein 
besteht aus Apoprotein und Cofaktoren. Das RC ist uber seinen 
Cofaktor Ubichinon-50 (UQ) in der sogenannten Q A -Protein- 
Bindungstasche kovalent uber einen Spacer mit dem Oligonukleotid 
verbunden; 

Fig. 3 Schematische Darstellung der photoinduzierten amperometrischen 

MelJmethode am Beispiel des Oberflachen-Hybrids Elek-Spacer-ss- 
oligo-Spacer-UQ(RC) aus Figur 2 (hv: Einstrahlung von Licht, P: 
primarer Donor des RC, UQ: Ubichinon-50 Elektron Akzeptor in der Q A - 
Protein-Bindungstasche des RC, Red/Ox: reduzierte bzw. oxidierte 
Form der freien, der Targetlosung zugesetzten redoxaktiven Substanz, 
z. B. cyt C2 2 *, Natriumascorbat oder Fe(CN) 6 2+ , die die oxidierte Form P + 
in den ursprtinglich neutralen Zustand P rereduzieren konnen, E^: 
Potential der Elektrode, bei dem UQ" durch Elektronabgabe an die Elektode 
zu UQ oxidiert wird, "hv an": Beginn der Lichteinstrahlung, "hv aus": Ende 
der Lichteinstrahlung); 
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Fig. 4 Detaillierte schematische Darstellung des Oberflachenhybrids Au- 

S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-UQ(RC) der Figur 3 mit Gold als 
Oberflachenmaterial, Mercaptoethanol als Spacer (-S-CH 2 CH 2 - Spacer) 
zwischen Elektrode und Oligonukleotid und -CH 2 -CH=CH-CO-NH-CH 2 - 
CH 2 -NH- als Spacer zwischen dem Elektron-Akzeptor UQ und 
Oligonukleotid sowie die Darstellung der Sequenz der photoinduzierten 
Elektron-Transfer-Schritte. Das Apoprotein des RCs ist nur als HQIIe 
(durchgezogene Linie) angedeutet (vgl. Struktur 1). Das 12 Bp Sonden- 
Oligonukleotid der exemplarischen Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3' 
ist, als Ausschnitt, irri hybridisierten Zustand gezeigt; 

Fig. 5 Schematische Darstellung der photoinduzierten amperometrischen 

MeUmethode am Beispiel des Oberflachen-Hybrids Elek-Spacer-ss- 
oligo-Spacer-Q-ZnBChl (hv: Einstrahlung von Licht, ZnBChl: das 
Elektron-Donor-Molekul Zn-Bakteriochtorophyll, Q: das Elektron- 
Akzeptor-MolekUl Chinon, z. B. modifiziertes Anthrachinon oder PQQ, 
Red/Ox: reduzierte bzw. oxidierte Form der freien, der Targetlosung 
zugesetzten redoxaktiven Substanz, z. B. Fe(CN) 6 2+ , das die oxidierte 
Form des Elektron-Donors ZnBChl + in den ursprunglich neutralen 
Zustand ZnBChl rereduzieren kann, E Qx : Potential der Elektrode, bei dem 
Q- durch Elektronabgabe an die Elektrode zu Q oxidiert wird, "hv an": 
Beginn der Lichteinstrahlung, *'hv aus": Ende der Lichteinstrahlung); 

Fig. 6 Detaillierte schematische Darstellung des Oberflachenhybrids Au- 

S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-Q-ZnBChl der Figur 5 mit Gold als 
Oberflachenmaterial, Mercaptoethanol als Spacer (-S-CH 2 CH 2 - Spacer) 
zwischen Elektrode und Oligonukleotid und -CH 2 -CH=CH-CO-NH-CH 2 - 
CH 2 -NH- als Spacer zwischen dem Elektron-Akzeptor PQQ und 
Oligonukleotid sowie die Darstellung der Sequenz der photoinduzierten 
Elektron-Transfer-Schritte. Das 12 Bp Sonden-Oligonukleotid der 
exemplarischen Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3* ist, als Ausschnitt, im 
hybridisierten Zustand gezeigt. 



Wege zur Ausftlhrung der Erfindung 

Eine Bildungseinheit einer exemplarischen Test-Site mit hybridisiertem Target, Au- 
S (CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-UQ(RC) der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ds-oligo- 
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Spacer-Einheit ist in Figur 4 dargestellt. Unter Bildungseinheit wird im Rahmen der 
voriiegenden Erfindurig die kleinste sich wiederholende .Einheit einer Test-Site 
verstanden. In dem Beispiel der Figur 4 ist die Oberflache eine Gold-Elektrode. Die 
Verbindung zwischen Gold-Elektrode und Sonden-Oligonukleotid wurde mit dem 
Linker (HO-(CH 2 )2-S)2 aufgebaut, der mit der endstandigen Phosphatgruppe am 3' Ende 
zu P-O-CCH^-S-S-CCH^-OH verestert wurde und nach homolytischer Spaltung der S-S 
Bindung an der Gold-Oberflache je eine Au-S Bindung bewirkte, womit 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol und Mercaptoethanol-verbrucktes Oligonukleotid auf der Oberflache 
koadsorbiert wurde. Die photoinduzierbar redoxaktive Einheit im Beispiel der Figur 4 
ist das Reaktionszentrum (RC) der Photosynthese betreibenden Bakterien 
Rhodobacter sphaeroides, ein photoinduzierbar redoxaktives Protein bestehend aus 
Apoprotein und Cofaktoren. Im Anwendungsbeispiel ist das RC uber seinen Cofaktor 
Ubichinon-50 (UQ) in der sogenannten Q A -Bindungstasche des RCs kovalent mit 
dem Oligonukleotid verbunden, wobei zuerst freies UQ mit einer reaktiven 
Carbonsauregruppe versehen wurde (siehe Beispiel t), dann freies UQ ttber diese 
Carbonsaure-Gruppe kovalent an das Sonden-Oligonukleotid angebunden wurde 
(Amidbildung unter Wasserabspaltung mit der terminalen Aminofunktion des an die 
C-5-Position des 5'-Thymins angebundenen -CH=CH-CO-NH-CH2-CH2-NH 2 Linkers) 
und schlielilich das restliche RC (Apoprotein mit alien Cofaktoren aulier UQ) an UQ 
rekonstituiert wurde. 

Wie weiter oben bereits erwahnt, kann die Modifikation der Sonden-Oligonukleotide 
mit der kompletten Oder mit einem Bestandteil der redoxaktiven Einheit entweder vor 
Oder nach der Bindung des Sonden-Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache 
erfolgen. Die verschiedenen KombinationsmOglichkeiten der einzelnen Schritte, die 
prinzipiell zur selben Bildungseinheit einer Test-Site fCihren, sollen im folgenden mit 
Hilfe der Figur 2 am Beispiel des Oberflachenhybrids Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oligo-Spacer- 
UQ(RC) bzw. in seiner allgemeineren Form als Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer- 
UQ(RC) dargestellt werden. 

Das Reaktionszentrum kann durch einfache Manipulation von den beiden Ubichinon- 
Cofaktoren in der Q A - bzw. Q B -Bindungstasche befreit werden (Gunner, M.R., 
Robertson, D.E., Dutton, P.L.,1986, Journal of Physical Chemistry, Vol. 90. S. 3783- 
3795), so dali man Ubichinon getrennt vom restlichen RC (Apoprotein einschlieBlich 
aller Cofaktoren auller Ubichinon in der Q A - bzw. Q B -Bindungstasche) erhalt. Das 
Sonden-Oligonukleotid ist in der Nahe der beiden Enden jeweils Ober einen 
(beliebigen) Spacer mit (gleichen oder verschiedenen) reaktiven Gruppe versehen. 
In einer Reaktionssequenz "1" kann das so modifizierte Sonden-Oligonukleotid in 
Gegenwart eines monofunktionalen Linkers (entsprechend den Punkten a) - c) und 
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2.) im Abschnitt "Bindung eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache") 
gemeinsam mit dem monofunktionalen Linker kovalent an die Elektrode angebunden 
werden, wobei darauf geachtet wird, dali genQgend monofunktionaler Linker 
geeigneter Kettenlange zugesetzt wird, um zwischen den einzelnen Sonden- 
Oligonukleotiden genugend Freiraum fur eine Hybridisierung mit dem Target- 
Oligonukleotid und fur die Anbindung der redoxaktiven Einheit zur Verfugung zu 
stellen. Danach wird an die freie, spacerverbruckte, reaktive Gruppe des Sonden- 
Oligonukleotids UQ, das vorher mit einer passenden reaktiven Kopplungsgruppe 
versehen wurde, angebunden. Die Anbindung erfolgt wie unter a) bzw. b) im 
Abschnitt "Bindung einer redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer" 
beschrieben. Im letzten Schritt dieser Reaktionssequenz "1" wird dann das restliche 
RC (Apoprotein mit alien Cofaktoren aufier UQ) an UQ rekonstituiert. In einer 
Variante dazu (Reaktionssequenz "2") kann das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) 
modifizierte Sonden-Oligonukleotid zuerst ohne freien, monofunktionalen Linker 
(Spacer) kovalent an die Elektrode gebunden werden, wobei es zu einer flachen 
Anlagerung des Oligonukleotids kommt. Danach wird der freie, monofunktionale 
Linker (Spacer) kovalent an die Elektrode gebunden. Eine weitere Moglichkeit 
(Reaktionssequenz "3") besteht darin, das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) 
modifizierte Sonden-Oligonukleotid zuerst mit UQ zu modifizieren, dann in 
Gegenwart von freiem, monofunktionalen Linker (Spacer) kovalent an die Elektrode 
anzubinden und anschliefcend mit dem restlichen RC zu rekonstituieren. Schlielilich 
kann in einer Reaktionssequenz "4" das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) 
modifizierte Sonden-Oligonukleotid zuerst mit UQ modifiziert werden, um es dann mit 
dem restlichen RC zu rekonstituieren und anschlielJend kovalent an die Elektrode zu 
binden. Falls, wie im Fall des RCs, die redoxaktive Einheit einen wesentlich grtilieren 
Durchmesser aufweist als das hybridisierte ds-Oligbnukleotid (grolier als 30 A), kann 
auf die kovalente Anbindung eines geeigneten freien, monofunktionalen Linkers 
(Spacers) an die Elektrode verzichtet werden, anderenfalls geschieht die Anbindung 
der Struktur -Spacer-ss-oligo-Spacer-UQ(RC) an die Elektrode in Gegenwart eines 
geeigneten, freien monofunktionalen Linkers. 

Im Beispiel der Figur 2 ist das RC tlber seinen Cofaktor Ubichinon-50 (UQ) in der 
sogenannten Q A -Protein-Bindungstasche des RCs kovalent mit dem Oligonukleotid 
verbunden. Altemativ kann statt des UQ-Cofaktors in der Q A -Bindungstasche auch 
ein anderer Cofaktor des RCs oder das Apoprotein kovalent an das Sonden- 
Oligonukleotid angebunden werden, es kdnnen beliebige Kombinationen der 
Reaktionssequenzen "1", "2", "3" oder "4" in Figur 2 angewandt werden, solange sie 
zum gleichen Endprodukt fuhren (vgl. Figur 2) und es kann in beliebigen 
Reaktionsschritten statt des Einzelstrang-Sonden-Oligonukleotids das mit 
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komplementSren, unmodifizierten (Target-)Oligonukleotid hybridisierte Sonden- 
Oligonukleotid verwendet werden. Das Sonden-Oligonukleotid kann auch direkt, also 
nicht Ober einen Spacer verbruckt, sowohl an die Elektrode als auch an die 
redoxaktive Einheit angebunden werden, wie unter c) im Abschnitt "Bindung eines 
Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache" bzw. a) im Abschnitt "Bindung 
einer redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer" beschrieben. 

Die elektrische Kommunikation zwischen der leitfahigen Oberflache und der uber ein 
Einzelstrang-Oligonukleotid verbriickten redoxaktiven Einheit in der allgemeinen 
Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit ist schwach oder gar nicht vorhanden. 
Durch Behandlung der Test-Site(s) mit einer zu untersuchenden Oligonukleotid- 
L6sung, kommt es, im Falle der Hybridisierung zwischen Sonde und Target, zu einer 
verstarkten Leitfahigkeit zwischen der Oberflache und der uber ein Doppelstrahg- 
Oligonukleotid verbriickten redoxaktiven Einheit. Fur die Bildungseinheit der 
exemplarische Test-Site Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-UQ(RC) (mit 12-Bp Sonden- 
Oligonukleotiden) ist dies schematisch in Figur 3 anhand amperometrischer 
Messungen gezeigt. 

Durch Lichteinstrahlung geeigneter Wellenlange auf das RC wird der Cofaktor P, der 
sogenannte primare Donor, elektronisch angeregt und es kommt innerhalb der 
Cofaktoren des RCs zur photoinduzierten Ladungstrennung, wobei ein Elektron vom 
angeregten primaren Donor P* auf das UQ in der Q A -Bindungstasche Obertragen 
wird Liegt an der Elektrode ein geeignetes Potential an, urn vom reduzierten 
Ubichinon (UQ - ) ein Elektron auf die Elektrode zu ubertragen, kommt es im Falle des 
nicht mit Target-Oligonukleotid hybridisierten Sonden-Oligonukleotids trotzdem zu 
keinem Stromfluli, da die Leitfahigkeit des ss-Oligonukleotids in Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oligo- 
Spacer-UQ(RC) sehr gering oder Uberhaupt nicht vorhanden ist. Im hybridisierten 
Zustand (Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-UQ(RC)) jedoch ist die Leitfahigkeit hoch, ein 
Elektron kann von UQ" zur Elektrode Obertragen werden (unter Bildung von UQ) und 
bei Anwesenheit einer geeigneten redoxaktiven Substanz, die P + zu P zu reduziert, 
wird der Stromkreis geschlossen und weitere Lichtabsorption durch das RC startet 
den Zyklus erneut. Dies auliert sich amperometrisch in einem deutlichen Stromflufi 
zwischen Elektrode und photoinduzierbar redoxaktiver Einheit (Figur 3). Damit ist es 
moglich, die sequenzspezifische Hybridisierung des Targets mit den Sonden- 
Oligonukleotiden durch Amperometrie lichtinduziert zu detektieren. Die einzelnen 
Elektron Transfer Schritte, die im Oberflachenhybrid Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer- 
UQ(RC) durch Lichteinstrahlung und bei Anwesenheit einer geeigneten redoxaktiven 
Substanz zur Reduktion von P + zu P ausgelOst werden, sind in Figur 4 dargestellt. 
Naturiich kann das Oberflachenhybrid Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-UQ(RC) unter 
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geeigneten aulieren Umstanden und bei geeigneter Anbindung (z. B. Anbindung des 
RCs an das Sonden-Oligonukleotid in der N§he des primaren Donors), auch 
umgekehrt geschaltet werden, so dali nach Lichteinstrahlung P + von der Elektrode 
reduziert und Or von einem geeigneten Oxidationsmittel oxidiert wird. 

Eine weiteres Test-Site, Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oligo-Spacer-Q-ZnBChl, der allgemeinen 
Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit ist in Figur 5 dargestellt Durch 
Lichteinstrahlung geeigneter Wellenlange auf ZnBChl wird ZnBChl elektronisch 
angeregt und es kommt zur photoinduzierten Ladungstrennung, wobei ein Elektron 
vom angeregten ZnBChl* auf das Chinon Q Qbertragen wird. Liegt an der Elektrode 
ein geeignetes Potential an, um vom so reduzierten Chinon (Cr) ein Elektron auf die 
Elektrode zu Qbertragen, kommt es im Falle des nicht mit Target-Oligonukleotid 
hybridisierten Sonden-Oligonukleotids trotzdem zu keinem Stromfluli, da die 
Leitfahigkeit des ss-Oligonukleotids in Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oligo-Spacer-Q-ZnBChl sehr 
gering Oder Qberhaupt nicht vorhanden ist. Im hybridisierten Zustand Au-S(CH 2 ) 2 -ds- 
oligo-Spacer-Q-ZnBChl jedoch 1st die Leitfahigkeit hoch, ein Elektron kann von Cr 
zur Elektrode Qbertragen werden (unter Bildung von Q) und bei Anwesenheit einer 
geeigneten redoxaktiven Substanz, die ZnBChl* zu ZnBChl reduziert, wird der 
Stromkreis geschlossen und weitere Lichtabsorption durch ZnBChl startet den Zyklus 
emeut. Dies auliert sich amperometrisch in einem deutlichen Stromfluli zwischen 
Elektrode und photoinduzierbar redoxaktiver Eihheit (Figur 5). Damit ist es mSglich, 
die sequenzspezifische Hybridisierung des Targets mit den Sonden-Oligonukleotiden 
durch Amperometrie lichtinduziert zu detektieren, NatQrlich kann das 
Oberfl§chenhybrid Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-Q-ZnBChl unter geeigneten aulieren 
Umstanden und geeigneter Anbindung (z. B. Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-ZnBChl-Q) 
auch umgekehrt geschaltet werden, so dafc nach Lichteinstrahlung ZnBChl* von der 
Elektrode reduziert und Q" von einem geeigneten Oxidationsmittel oxidiert wird. 

Da die Redoxaktivitat der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit - auch bei 
passendem Elektrodenpotential - erst durch Lichteinstrahlung geeigneter 
Wellenlange ausgelOst und maximal solange aufrechterhalten wird, wie die 
Lichteinstrahlung andauert, kann dies erfindungsgemafi dadurch ausgenutzt werden, 
dali ein bestimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site-Gruppe eines Oligomer- 
Chips raumlich aufgelost wird, indem das Licht auf dieses Test-Site oder auf diese 
Test-Site-Gruppe begrenzt wird. Dies birgt den erfindungsgemalien Vorteil, dali die 
verschiedenen Test-Sites (Nukleinsaure-Oligomer-Kombinationen) eines Oligomer- 
Chips auf eine gemeinsame, durchgangige, elektrisch leitende Oberflache 
aufgebracht werden konnen und ein bestimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test- 
Site-Gruppen einfach durch Anlegen eines geeigneten aulieren Potentials an die 
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(gesamte) Oberflache bei Lichteinstrahlung nur auf genau dieses Test-Site oder 
diese Test-Site Gruppe adressiert und amperometrisch detektiert werden kann. Die 
verschiedenen Test-Sites miissen also nicht auf einzelnen, elektrisch voneinander 

# 

isolierten und zum Anlegen eines Potentials und Auslesen des Stroms einzeln 
ansteuerbaren (Mikro-) Elektroden aufgebracht werden. 

Daneben konnen fehlerhafte Basenpaarungen (Basenpaar Mismatches) durch eine 
geanderte cyclovoltammetrische Charakteristik erkannt werden. Ein Mismatch auRert 
sich in einem groBeren Potentialabstand zwischen den Strommaxima der 
Elektroreduktion und der Elektroreoxidation (Umkehrung der Elektroreduktion bei 
umgekehrter Potentialvorschubrichtung) bzw. der Elektrooxidation und 
Elektrorereduktion in einem cyclovoltammetrisch reversiblen Elektronen-Transfer 
zwischen der elektrisch leitenden Oberflache und der photoinduzierbar redoxaktiven 
Einheit. Dieser Umstand wirkt sich vor allem in der amperometrischen Detektion 
giinstig aus, da dort der Strom bei einem Potential getestet werden kann, bei dem 
zwar das perfekt hybridisierende Ollgonukleotid-Target signifikant Strom liefert, nicht 
aber das fehlerhaft gepaarte Oligonukleotid-Target. 

Beispiel 1: Modifikation des Ubichinon-50 mit einer Spacer-verbrQckten reaktiven 
Carbonsaure-Gruppe. Die 2-Methoxy-Gruppe des Ubichinon-50 (UQ-50) wird durch 
Etherspaltung mit HBr, einer Standardmethode, zur 2-Hydroxygruppe modifiziert 
(altemativ kann 2-OH-UQ-50 nach dem Verfahren von Moore, H. W. and Folkers, K. 
Journal of the American Chemical Society, 1966, 88, 564-570 oder von Daves, G. et 
al, Journal of the American Chemical Society, 1968, 90, 5587-5593 hergestellt 
werden). Anschlieliend wird 2-OH.UQ-50 in einem Standardverfahren mit einer 
aquimolaren Menge an Cl-CH 2 -CH 2 -C0 2 H zum 2-(CH 2 -CH 2 -CO 2 H)-UQ-50 umgesetzt 
und chromatographisch aufgereinigt. Altemativ kOnnen 5-OH-6-alkyl-1 ,4- 
Benzochinon-Analoga des UQ-50 (Darstellung gemad Catlin et al., Journal of the 
American Chemical Society, 1968, 90. 3572-3574) in einem Standardverfahren mit 
einer aquimolaren Menge an Cl-CH 2 -CH 2 -C0 2 H zu 5-(CH 2 -CH 2 -CO 2 H)-UQ-50- 
Analoga modifiziert werden. 
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Beispiel 2: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-SfCHJz-ss-oligo- 
SpacerUQ(RC). Die Herstellung von Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oligo-Spacer-UQ(RC) gliedert 
sich in 4 Teilabschnitte, namlich der Darstellung der leitfahigen Oberflache, der 
Derivatisierung der Oberflache mit dem Sonden-Oligonukleotid in Gegenwart eines 
geeigneten monofunktionalen Linkers (Inkubationsschritt), der kovalenten Anbindung 
des modifizierten Ubichinon-50 (Redoxschritt) und der Rekonstitution des restlichen 
RCs (Rekonstitutionsschritt). 

Das Tragermaterial fQr die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonukieotide 
bildet ein ca. 100 nm dQnner Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen). Dazu wurde in 
einer elektrischen Entladungskammer frisch gespaltenes Mica mit einem Argon- 
lonenplasma gereinigt und durch elektrische Entladung Gold (99.99%) in einer 
Schichtdicke von ca. 100nm aufgebracht. Anschlieliend wurde der Gold-Film mit 30 
% H 2 0 2 , / 70 % H 2 S0 4 von Oberflachenverunreinigungen befreit (Oxidation 
organischer Ablagerungen) und fQr ca. 20 Minuten in Ethanol getaucht, urn an der 
Oberflache adsorbierten Sauerstoff zu verdrangen. Nach Abspulen der Oberflache 
mit bidestilliertem Wasser wird auf die horizontal gelagerte Oberflache eine vorher 
bereitete 1x10"* molare Lbsung des (modifizierten) Doppelstrang-Oligonukleotids 
aufgetragen, so dad die komplette Gold-Oberflache benetzt wird (Inkubationsschritt, 
siehe auch unten). 
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Zur Inkubation wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp Einzelstrang-Oligonukleotid der 
Sequenz 5-TAGTCG G AAG C A-3' verwendet, das an der Phosphatgruppe des 3' Endes 
mit (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 zum P-O-fCH^-S-S-fCH^-OH verestert ist Am 5'-Ende ist die 
endstandige Base Thymin des Oligonukleotids am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH- 
CH2-CH2-NH2 modifiziert. Zu einer 2x1 0"* molaren Losung dieses Oligonukleotids in 
HEPES-Puffer (0,1 molar in Wasser, pH 7.5 mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB, siehe 
Abkurzungen) wurde ca. 10" bis 10' 1 molar 2-Hydroxy-mercaptoethanol gegeben 
(oder ein anderer Thiol- oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange) und die Gold- 
Oberflache eines Test-Sites komplett benetzt und 2-24h inkubiert. Wahrend dieser 
Reaktionszeit wird der Disulfidspacer.P-O-^H^-S-S^CH^-OH des Oligonukleotids 
homolytisch gespalten. Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen der Oberflache eine 
kovalente Au-S Bindung aus, wodurch es zu einer 1:1 Koadsorption des ss- 
Oligonukleotids und des abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt. Das in 
der Inkubationslosung gleichzeitig anwesende, freie 2-Hydroxy-mercaptoethanol 
wird ebenfalls durch Ausbildung einer Au-S Bindung koadsorbiert 
(Inkubationsschritt). 

Die so mit einer Monolayer aus ss-Oligonukleotid und 2-Hydroxy-mercaptoethanol 
modifizierte Goldelektrode wurde mit bidestilliertem Wasser gewaschen und 
anschlieliend mit einer LSsung von 3x1 0 -3 molarem Chinon 2-(CH 2 -CH 2 -C0 2 H)-UQ- 
50, 10' 2 molarem EDO und 10 2 molarem sulfo-NHS in HEPES-Puffer (0,1 molar (in 
Wasser, pH = 7!5), benetzt. Nach einer Reaktionszeit von ca. 1 - 4 h bilden der - 
CH=CH-CO-NH-CH2-CH2-NH 2 Spacer und das 2-(CH 2 -CH 2 -CO 2 H)-UQ-50 eine 
kovalente Bindung aus (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und 
der C-2-Saurefunktion des 2-(CH 2 -CH 2 -CO 2 H)-UQ-50, Redoxschritt). 

Anschlieliend wurde die so modifizierte Goldelektrode mit bidestilliertem Wasser 
gewaschen und mit einer Losung von ca. 5x1 0" 6 molarem Ubichinon-50-freien RCs in 
10 mM Tris, pH = 8, mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB bei ca. 4 °C fOr ca. 12 h 
inkubiert, urn das restliche RC an das Oligonukleotid-gebundene UQ-50 zu 
rekonstituieren (Rekonstitutionsschritt). 

Alternativ zur kovalenten Anbindung von 2-(CH 2 -CH 2 -CO 2 H)-UQ-50 an das Sonden- 
Oligonukleotid kann, unter gleichen Bedingungen, auch ein 5-(CH 2 -CH 2 -C0 2 H)-UQ- 
50-Analogon (Beispiel 1) oder ein anderes. mit einer reaktiven Carbonsaure 
versehenes Chinon der Formel 1 - 8 verwendet werden, da auch an diese Ubichinon- 
50-freies RC rekonstituiert werden kann. 
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Beispiel 3: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-SfCHJz-ss-oligo-Spacer-Q- 
ZnBChl. Die Herstellung von Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oligo-Spacer-Q-ZnBChl gliedert sich in 5 
Teilabschnitte, namlich der Darstellung der leitfahigen Oberflache, der 
Derivatisierung der Oberflache mit dem (mit Komplementarstrang hybridisierten) 
Sonden-Oligonukleotid in Gegenwart eines geeigneten monofunktionalen Linkers 
(Inkubationsschritt), der kovalenten Anbindung des Elektron-Akzeptors 
(Akzeptorschritt), der kovalenten Anbindung des Elektron-Donors (Donorschritt) und 
der thermischen Dehybridisierung des Doppelstrang-Oligonukleotids 
(Dehybridisierungsschritt). 

Das Tragermaterial fur die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonukleotide, 
ein ca. 100 nm dfinner Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen), wurde wie in 
Beispiel 1 beschrieben, hergestellt. 

Zur Inkubation wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp Einzelstrang-Oligonukleotid der 
Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3' verwendet, das an der Phosphatgiuppe des 3' Endes 
mit (HO-(CH2)2-S) 2 zum P-O-fCH^-S-S-fCH^-OH verestert ist. Am 5'-Ende ist die 
endstandige Base Thymin des Oligonukleotids am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH- 
CH2-CH2-NH2 modifiziert. Eine 2x1 0 -4 molare Losung dieses Oligonukleotids im 
Hybridisierungspuffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.5 mit 0.7 molarem Zusatz von 
TEATFB, siehe Abkurzungen) wurde mit einer 2x10" molaren Losung des 
(unmodifizierten) komplementaren Strangs im Hybridisierungspuffer bei 
Raumtemperatur fur ca. 2h hybridisiert (Hybridisierungsschritt). Nach der 
Hybridisierung wurde der nun 1x10"" molaren Doppelstrang-Oligonukleotid-L6sung 
ca. 10" 4 bis 10* 1 molar 2-Hydroxy-mercaptoethanol (Oder ein anderer Thiol- oder 
Disulfid-Linkers geeigneter Kettenlange) zugesetzt, die Gold-Oberflache eines Test- 
Sites komplett benetzt und 2-24h inkubiert. Wahrend dieser Reaktionszeit wird der 
Disulfidspacer P-O-tCHa^-S-S-CCH^-OH des Oligonukleotids homolytisch gespalten. 
Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen der Oberflache eine kovalente Au-S Bindung 
aus, wodurch es zu einer 1:1 Koadsorption des ds-Oligonukleotids und des 
abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt. Das in der Inkubationslosung 
gleichzeitig anwesende, freie 2-Hydroxy-mercaptoethanol wird ebenfalls durch 
Ausbildung einer Au-S Bindung koadsorbiert (Inkubationsschritt). 

Die so mit einer Monolayer aus ds-Otigonukleotid und 2-Hydroxy-mercaptoethanol 
modifizierte Goldelektrode wurde mit bidestilliertem Wasser gewaschen und 
anschlieflend mit einer Losung von 3x1 0" 3 molarem Chinon PQQ, 10" 2 molarem EDC 
und 10" 2 molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer benetzt. Nach einer Reaktionszeit von 
ca. 1 - 4 h bilden der -CH=CH-CO-NH-CH r CH2-NH 2 Spacer und das PQQ eine 
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kovalente Bindung (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und der C- 
7-Carbonsaurefunktion des PQQ, Akzeptorschritt). 

Anschlie&end wurde die so modifizierte Goldelektrode mit bidestilliertem Wasser 
gewaschen und mit einer wasserigen Ldsung aus 3x1 0 3 molarem Donor ZnBChl 
(freie Saure), 1,5x10-' molarem EDC, 2,5x10" 3 molarem Hydrazin-Monohydrat 
(NH 2 -NH2xH 2 0) und 1x10"' molarem Imidazol benetzt. Nach einer Reaktionszeit von 
ca. 16 h bei 23 °C bindet die C-1-Carbonsaurefunktion des an das Oligonukleotid 
gebundenen PQQ uber Hydrazin an die freie Carbonsaure-Gruppe des ZnBChl 
(Amidbildung zwischen den Aminogruppen des Hydrazins und der C-1 -Carbonsaure- 
Gruppe des PQQ bzw. der freien Carbonsaure-Gruppe des ZnBChl. Donorschritt). 
Anschliedend wurden die Doppelstrange bei temperaturen von T > 40 °C thermisch 
dehybridisiert und erneut mit bidestilliertem Wasser abgespult 
(Dehybridisierungsschritt). Das ZnBChl (freie Saure) wird aus Zn-BChl (Darstellung 
gemaft Hartwich et al., Journal of the American Chemical Society, 1998, 120, 3684- 
3693) durch Inkubation mit Trifluoressigsaure hergestellt. 




^vuO — a? 



CH 2 CH 3 
•»#H 



Zn-BChl 



Zn-BChl (freie SSure) 
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Alternativ kann z. B. ZnBChl (freie Saure) uber Esterbildung nach Standardverfahren 
auch an die 3-OH-Gruppe des 5'-terminaIen Zuckers des Sonden-Oligonukleotids 
gebunden werden oder der vorher kovalent verbundene Elektron-Donor/Elektron- 
Akzeptor-Komplex wird, wie im Donorschritt beschrieben, uber eine freie 
CarbonsSure-Gruppe z. B. des Donors an das Sonden-Oligonukleotid angebunden. 
Statt PQQ kann unter den gleichen Reaktionsbedingungen auch Anthrachinon-2,6- 
Disulfonsaure Dinatriumsalz im Akzeptorschritt verwendet werden. Bei Verwendung 
von PNA-Oligonukleotid mit z. B. -NH-(CH 2 ) 2 -N(COCH 2 -Base)-CH 2 CO- als 
Oligonukleotid-Baustein besteht eine alternative Anbindungsmoglichkeit der ZnBChl- 
PQQ-Einheit an das Nukleinsaure-Oligomer (PNA-Oligonukleotid) entsprechend d) 
im Abschnitt "Bindung einer photoihduzierbar redoxaktiven Einheit an ein 
Nukleinsaure-Oligomer 11 . Dabei wird wahrend der PNA-Oligonukleotid-Synthese statt 
der N-terminale Base in der Standard-PNA-Synthese-Reaktion PQQ uber seinen 
Pyrrol-Stickstoff angebunden. Anschlieliend wird Zn-BChl, Shnlich wie im 
Donorschritt beschrieben, durch Inkubation des mit PQQ modifizierten PNA- 
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Oligonukleotids mit 3x1 0" 3 molarem ZnBChl (freie Saure), 1,5x10"' molarem EDC 10 2 
und 2x10"' molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer ah das Amino-Ende des Peptid- 
Ruckgrats gebunden (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Riickgrats und 
der Carbonsaure-Gruppe des Zn-BChl (freie Saure)). 
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Patentanspriiche 

1. ) Durch kovalente Anbindung einer redoxaktiven Einheit modifiziertes 

Nukleinsaure-OIigomer, dadurch gekennzeichnet, dad die redoxaktive Einheit 
ein oder mehrere Elektron-Donor-Molekule und ein Oder mehrere Elektron- 
Akzeptor-Molekule enthalt. 

2. ) Modifiziertes Nukleinsaure-OIigomer nach Anspruch 1, dadurch 

gekennzeichnet, daft die redoxaktive Einheit wenigstens einen redoxaktiven, 
verknupften, wenigstens bimolekularen Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor- 
Komplex enthalt, wobei wenigstens zwei der Elektron-Donor-Molekul(e) 
und/oder Elektron-Akzeptor-Molekul(e) der redoxaktiven Einheit durch eine 
oder mehrere Bindungen miteinander verbunden sind. 

3. ) Modifiziertes Nukleinsaure-OIigomer nach Anspruch 2 f dadurch 

gekennzeichnet, dafi wenigstens zwei der Elektron-Donor-MolekQI(e) und/oder 
Eiektron-Akzeptor-MolekOI(e) der redoxaktiven Einheit durch eine oder mehrere 
kovalente Bindungen miteinander verbunden sind. 

4. ) Modifiziertes Nukleinsaure-OIigomer nach Anspruch 1, dadurch 

gekennzeichnet, dali die redoxaktive Einheit wenigstens einen redoxaktiven, 
verknupften, wenigstens bimolekularen ElektonrDonor-/Elektron-Akzeptor- 
Komplex enthalt, wobei wenigstens zwei der Elektron-Donor-Molekul(e) 
und/oder Elektron-Akzeptor-MolekQI(e) durch einen oder mehrere verzweigte 
oder unverzweigte MolekGlteile beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange 
kovalent verbunden sind. 

5. ) Modifiziertes Nukleinsaure-OIigomer nach Anspruch 4, wobei die verzweigten 

oder unverzweigten Molekulteile eine Kettenlange von 1 - 20 Atomen, 
insbesondere 1-14 Atomen, aufweisen. 

6. ) Modifiziertes NukleinsSure-Oligomer nach einem der vorhergehenden 

Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dad die ein oder mehrere Elektron-Donor- 
Molekule und ein oder mehrere Elektron-Akzeptor-Molekule enthaltende 
redoxaktive Einheit zusatzlich ein oder mehrere MakromolekQIe umfafit. 

7. ) Modifiziertes Nukleinsaure-OIigomer nach einem der vorhergehenden 

Ansprtiche, wobei die redoxaktive Einheit das native oder modifizierte 
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Reaktionszentrum von Photosynthese betreibenden Organismen ist, 
insbesondere das native oder modifizierte Reaktionszentrum von 
Photosynthese betreibenden Bakterien. 

8. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet, dad eines oder mehrere der Elektron-Donor- 
und/oder Elektron-Akzeptor-Molekul(e) Farbstoffe sind, insbesondere Flavine, 
(Metallo-)Porphyrine, (Metallo-)Chlorophylle oder (Metallo-) 

Bakteriochlorophylle bzw. Derivate davon. 

9. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet, dali eines oder mehrere der Elektron-Donor- 
und/oder Elektron-Akzeptor-Molekul(e) Nikotinsaureamide oder Chinone sind, 
insbesondere Pyrrolo-Chinolin-Chinone (PQQ), 1 ,2-Benzochinone, 1,4- 
Benzochinone, 1,2-Naphtochinone, 1 ,4-Naphtochinone oder 9,10- 
Anthrachinone bzw. Derivate davon. 

10. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet, daft eines oder mehrere der Elektron-Donor- 
und/oder Elektron-Akzeptor-Molekiil(e) Charge-Transfer-Komplexe sind. 

11. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 10, wobei der Charge- 

Transfer-Komplex ein Obergangsmetall-Komplex ist, insbesondere ein Ru(ll)-, 
ein Cr(lll)-, ein Fe(ll)-, ein Os(ll)- oder ein Co(ll)-Komplex. 

12. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden 

Anspriiche, wobei das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer sequenzspezifisch 
Einzelstrang-DNA, RNA und/oder PNA binden kann. 

13. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 12, wobei das modifizierte 

Nukleinsaure-Oligomer ein Desoxyribonukleinsaure-, Ribonukleinsaure-, ein 
Peptidnukleinsaure-Oligomer oder ein Nukleinsaure-Oligomer mit strukturell 
analogem Ruckgrat ist. 

14. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der. vorhergehenden 

Anspriiche, wobei die redoxaktive Einheit kovalent alternativ an eine der 
Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen oder an einen Zucker, 
insbesondere an eine Zucker-Hydroxy-Gruppe, des Nukleinsaure-Oligomer- 
Riickgrats gebunden ist. 
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15. ) Modifiziertes Nukieinsaure-OIigomer nach einern der AnsprQche 1-13, wobei 

die redoxaktive Einheit alternativ kovalent an eine Thiol-, Hydroxy-, 
Carbonsaure- Oder Amin-Gruppe einer modifizierten Base des Nukleinsaure- 
Oligomers angebunden ist. 

16. ) Modifiziertes Nukieinsaure-OIigomer nach Anspruch 15, dadurch j 

gekennzeichnet, daft die reaktive Thiol-; Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin- ! 
Gruppe der Base kovalent Qber einen verzweigten oder unverzweigten j 
MolekQlteil beliebiger Zusammensetzung und kettenlange an die Base j 
gebunden ist, wobei die kQrzeste durchgehende Verbindung zwischen der "j 
Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe und der Base ein 
verzweigtes oder unverzweigtes Molekulteil mit einer Kettenlange von 1-20 
Atomen, insbesondere von 1-14 Atomen, ist. 

17. ) Modifiziertes Nukieinsaure-OIigomer nach ^einem der AnsprQche 14 - 16, wobei 

die redoxaktive Einheit an ein Ende des Nukleinsaure-Oligomer-Rdckgrats bzw. 
an eine endstandige, modifizierte Base angebunden ist. 

18. ) Modifiziertes NukleinsSure-Oligomer nach einem der vorhergehenden 

AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, da(i die redoxaktive Einheit eine 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit ist. 

1 9. ) Modifiziertes NuWeinsaure-Oligomer nach einem der AnsprQche 1 - 17, dadurch 

gekennzeichnet, da(i die redoxaktive Einheit eine chemisch induzierbar 
redoxaktive Einheit ist. 

20. ) Modifiziertes Nukieinsaure-OIigomer nach einem der vorhergehenden 

AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, dafi mehrere redoxaktive Einheiten an 
das Nukieinsaure-OIigomer angebunden sind. 

21. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers wie in 

einem der vorhergehenden AnsprQche definiert, wobei eine redoxaktive Einheit 
kovalent an ein NukleinsSure-Oligomer angebunden wird. 

22. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspruch 21, Wobei die redoxaktive Einheit durch kovalente Anbindung eines 
oder mehrerer Elektron-Dbnor-MolekQI(e) an ein NukleinsSure-Oligomer 
angebunden wird. 
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23. ) Verfahren zur Hersteliung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspruch 21, wobei die redoxaktive Einheit durch kovalente Anbindung eines 
Oder mehrerer Elektron-Akzeptor-MolekOI(e) an ein Nukleinsaure-Oligomer 
angebunden wird. 

24. ) Verfahren zur Hersteliung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspruch 21, wobei die redoxaktive Einheit durch kovalente Anbindung eines 
oder mehrerer Makromolekule bzw. durch kovalente Anbindung eines oder 
mehrerer Proteine an ein Nukleinsaure-Oligomer angebunden wird. 

25. ) Verfahren zur Hersteliung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

den AnsprQchen 22 - 24, wobei die redoxaktive Einheit durch Zugabe von 
einem oder mehreren Elektron-Akzeptor-MolekOI(en), einem oder mehreren 
Elektron-Donor-Molekul(en), einem oder mehreren Makromolekulen und/oder 
einem oder mehreren Proteinen vervollst&ndigt wird. 

26. ) Verfahren zur Hersteliung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

einem der AnsprOche 21 - 25, wobei das Nukleinsaure-Oligomer alternativ 
durch eine oder mehrere Amidbildungen mit Amin- oder mit Saure-Gruppen der 
redoxaktiven Einheit, durch eine oder mehrere Esterbjldungen mit Alkohol- oder 
mit Saure-Gruppen der redoxaktiven Einheit, durch Thioesterbildung mit Thio- 
Alkohol- oder mit Saure-Gruppen der redoxaktiven Einheit bzw. durch 
Kondensation einer oder mehrerer Amin-Gruppen des Nukleinsaure-Oligomers 
mit Aldehyd-Gruppen der redoxaktiven Einheit und anschlieliender Reduktion 
der entstandenen Kohlenstoff-Stickstoff-Doppelbindung an die redoxaktive 
Einheit gebunden wird. 

27. ) Verfahren zur Hersteliung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

einem der AnsprQche 21 - 26, wobei an die redoxaktive Einheit kovalent eine 
oder mehrere verzweigte oder unverzweigte MolekQIteile beliebiger 
Zusammensetzung und Kettenlange angebunden ist und die verzweigten oder 
unverzweigten MolekQIteile alternativ eine reaktive Amin-, Hydroxy-, Thiol-, 
Saure- oder Aldehyd-Gruppe zur kovalenten Anbindung an ein Nukleinsaure- 
Oligomer besitzen. 

28. ) Verfahren zur Hersteliung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspruch 27, wobei die kurzeste durchgehende Verbindung zwischen dem 
Nukleinsaure-Oligomer und der redoxaktiven Einheit ein verzweigtes oder 
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unverzweigtes MolekOltejl . , rpit ^einer-^ K^ttenlflnge . von 1 - 20 Atomen, 
insbesondere von 1-14 Atomen, ist 

- ! 

29. ) Modifizierte leitfahige Oberflache, dadurch gekennzeichnet, da(i eine oder j 

mehrere Arten von modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren gemSB einem der ; 
AnsprQche 1 bis 20 an eine leitfahige Oberflache angebunden sind. 

30. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 29, wobei die Oberflache aus I 

einem Metall oder einer Metallegiemng besteht, insbesondere einem Metall j 

ausgewahlt aus der Gruppe Platin, Palladium, Gold, Cadmium, Quecksilber, j 

Nickel, Zink, Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei, Aluminium, Mangan und j 

deren Mischungen. j 

31. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 29, wobei die Oberflache aus 

einem Halbleiter besteht, insbesondere einem Halbleiter ausgewahlt aus der 
;. Gruppe Kohlenstoff, Silizium, Germanium und -Zinn. 

32. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 29, wobei die Oberflache aus 

einer binaren Verbindung der Elemente der Gruppen 14 und 16, einer binareh 
Verbindung der Elemente der Gruppen 13 und 15, einer binaren Verbindung 
der Elemente der Gruppen 15 und 16, oder einer binaren Verbindung der 
Elemente der Gruppen 11 und 17 besteht, insbesondere aus einem Cu(l)- 
Halogenid oder einem Ag(l)-Halogenid. 

33. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 29, wobei die Oberflache aus 

einer ternaren Verbindung der Elemente der Gruppen 11 , 13 und 16 oder einer 
ternaren Verbindung Elemente der Gruppen 12, 13 und 16 besteht. 

34. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspruchen 29 - 33. wobei die 

Anbindung der . modifizierten Nukleinsaure-Oligomere an die leitfahige 
Oberflache kovalent oder durch Chemi- bzw. Physisorption erfolgt. 

35. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach einem der AnsprQche 29 - 34. wobei 

altemativ eine der Phpsphorsaure-, Carbonsaure-, Amin- oder eine Zucker- 
Gruppe, insbesondere eine Zucker-Hydroxy-Gruppe, des Nukleinsaure- 
Oligomer-Ruckgrats kovalent Oder durch Chemi- bzw. Physisorption an die 
leitfahige Oberflache angebunden ist. 
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36. ) Modifizierte leitfahige Oberfiache nach einem der Anspruche 29 - 34, dadurch 

gekennzeichnet, daft alternativ eine Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin- 
Gruppe einer modifizierten Base des Nukleinsaure-Oligomers kovalent oder 
durch Chemi- bzw. Physisorption an die leitfahige Oberfiache angebunden ist. 

37. ) Modifizierte leitfahige Oberfiache nach den Anspruchen 35 oder 36, wobei das 

modifizierte Nukleinsaure-Oligomer uber eine Gruppe am Ende des 
Nukleinsaure-Oligomer-RQckgrats bzw. uber eine Gruppe einer endstandigen, 
modifizierten Base an die leitfahige Oberfiache gebunden ist. 

38. ) Modifizierte leitfahige Oberfiache nach den AnsprQchen 29 - 37, wobei an die 

leitfahige Oberfiache verzweigte oder unverzweigte Moleklilteile beliebiger 
Zusammensetzung und Kettenlange kovalent oder durch Chemi- bzw. 
Physisorption angebunden sind und die modifizierten Nukleinsaure-Oligomere 
kovalent an diese Moleklilteile angebunden sind. 

39. ) Modifizierte leitfahige Oberfiache nach Anspruch 38, wobei die kiirzeste 

durchgehende Verbindung zwischen der leitfahigen Oberfiache und dem 
Nukleinsaure-Oligomer ein verzweigtes oder unverzweigtes Molekulteil mit 
einer Kettenlange von 1 - 20 Atomen, insbesondere von 1-12 Atomen, ist. 

40. ) Modifizierte leitfahige Oberfiache nach den Anspruchen 38 oder 39, wobei der 

verzweigte oder unverzweigte MolekQIteil alternativ an eine Phosphorsaure-, 
Carbonsaure-, eine Amin- oder eine Zucker-Gruppe, insbesondere eine Zucker- 
Hydroxy-Gruppe, des Nukleinsaure-Oligomer-Ruckgrats oder eine Thiol-, 
Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe einer modifizierten Base des 
Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist. 

41. ) Modifizierte leitfahige Oberfiache nach Anspruch 40, wobei der verzweigte oder 

unverzweigte Molekulteil an eine Phosphorsaure-, Zucker-Hydroxy-, 
Carbonsaure- oder Amin-Gruppe am Ende des Nukleinsaure-Oligomer- 
Riickgrats bzw. eine Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe einer 
endstandigen, modifizierten Base gebunden ist. 

42. ) Modifizierte leitfahige Oberfiache nach einem der Anspruche 29-41, dadurch 

gekennzeichnet, dali jeweils ubeiwiegend eine Art von modifizierten 
Nukleinsaure-Oligomeren in einem raumlich begrenzten Bereich der leitfahigen 
Oberfiache angebunden ist. 
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43. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach einenri der AnsprOche 29-41, dadurch j 

gekennzeichnet. daft jeweils ausschlieftlich eine Art von modifizierten j 

Nukleinsaure-Oligomeren in einem raumlich begrenzten Bereich der leitfahigen j 
Oberflache angebunden ist. 

44. ) Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache wie in den 

AnsprOchen 29 - 43 definiert, dadurch gekennzeichnet, daft ein Oder mehrere ; 
Arten von modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren auf eine leitfahige Oberflache | 
aufgebracht werden. 

45. ) Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache wie in den \ 

AnsprOchen 29 - 43 definiert, dadurch gekennzeichnet, daft ein oder mehrere j 
Arten von Nukleinsaure-Oligomeren auf eine leitfahige Oberflache aufgebracht 
werden uhd anschlieftend eine^Modifikation der Nukleinsaure-Oligomere durch j 
ein Verfahren gemaft den Anspruchen 21 - 28 durchgefuhrt wird. 

> • . : ; ' ' ! 

46. ) Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach ; 

Anspruch 44 Oder 45, wobei die Nukleinsaure-Oligomere oder die modifizierten I 
Nukleinsaure-Oligomere mit dem dazu jeweils komplementaren Nukleinsaure- 
bligomerstrahg hybridisiert werden und in Form des Doppelstranghybrids auf j 
die leitfahige Oberflache aufgebracht Werden. 

47. ) Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den j 

Anspruchen 44 oder 45, wobei das Nukleinsaure-Oligomer oder dasj 
modifizierte Nukleinsaure-Oligomer in GegehWart yon weiteren chemischen! 
Verbindurigen, die ebenfalls an die leitfahige Oberflache angebunden werden, 
auf die leitfahige Oberflache aufgebracht wird. 

48. ) Verfahren zur elektrochemischen Detektion . von Oligomer- 
Hybridisieruhgsereignissen, dadurch gekennzeichnet, daft eine oder mehrere 
modifizierte leitfahige Oberfiachen, wie in den AnsprOchen 29 - 43 definiert, mit 
Nukleinsaure-Oligomeren in Kontakt gebracht werden uhd anschlieftend eine 

• Detektion der el6ktrischen Kommunikation zwischen der redoxaktiven Einheit 
uhd der jeweiligen leitfahigen Oberflache erfolgt. 

49. ) Verfahren nach Anspruch 48, wobei die Detektion cyclovoltametrisch, 
amperometrisch oder durch Leitfahigkeitsmessung erfolgt. 
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50. ) Verfahren zur elektrochemischen Detektion nach den AnsprQchen 48 Oder 49, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die elektrochemische Detektion durch 
photoinduzierte Ladungstrennung in der Ober ein Nukleinsaure-Oligomer an die 
leitfahige Oberflache angebundenen photoinduzierbar redoxaktive Einheit 
gestartet wird. 

51 . ) Verfahren nach Anspruch 50, wobei die Lichteinstrahlung zur photoinduzierten 

Ladungstrennung in der (iber ein Nukleinsaure-Oligomer an die leitfahige 
Oberflache angebundenen photoinduzierbar redoxaktive Einheit auf einen 
Bereich der leitfahigen Oberflache mit einer oder mehreren modifizierten 
Nukleinsaure-Oligomeren-Arten begrenzt wird. 

52. ) Verfahren nach einem der Anspruche 50 oder 51 , wobei das nach Einstrahlen 

von Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange entstandene oxidierte 
Elektron-Donor-Molekul oder das entstandene reduzierte Elektron-Akzeptor- 
Molekul der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit durch eine geeignete, freie, 
nicht an das Nukleinsaure-Oligomer gebundene, aber mit dem Nukleinsaure- 
Oligomer in Kontakt stehende, redoxaktive Substanz, re-reduziert bzw. re- 
oxidiert, also jeweils in seinen ursprunglichen vor der Lichteinstrahlung 
vorhandenen Zustand, zuruckversetzt wird. 

53. ) Verfahren zur elektrochemischen Detektion nach den AnsprQchen 48 oder 49, 

dadurch gekennzeichnet, dafc die elektrochemische Detektion durch eine freie 
redoxaktive Substanz, durch die ein chemisch induzierter Ladungstransfer auf 
die redoxaktive Einheit stattfindet, ermoglicht wird. 

54. ) Verfahren nach Anspruch 52 oder 53, wobei die freie, nicht an ein 

Nukleinsaure-Oligomer gebundene, aber mit dem Nukleinsaure-Oligomer in 
Kontakt stehende, redoxaktive Substanz bei einem Potential selektiv oxidierbar 
und reduzierbar ist, wobei der Bedingung 2,p V - 2,0 V, gemessen gegen 
Normalwasserstoffelektrode, genilgt. 

55. ) Verfahren nach einem der Anspruche 52 - 54, wobei die freie, nicht an ein 

Nukleinsaure-Oligomer gebundene, aber mit dem Nukleinsaure-Oligomer in 
Kontakt stehende, redoxaktive Substanz ein freies Chinon, ein freier 
Hexacyanoferrat(ll)-Komplex, ein freies Natriumascorbat, ein freier 
Ru(ll)hexamin-Komplex oder ein freies redoxaktives Protein, insbesondere ein 
freies Cytochrom, ist. 
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